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RESUMO

OLIVEIRA, Dayane Alvarinho. Desenvolvimento da tricuriase experimental em
camundongos C57BL/6 em fase aguda e cronica. 2023. 98 f. Tese (Doutorado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2023.

A tricuriase é uma geo-helmintiases, causada pelo parasito do género Trichuris. E uma
doenca negligenciada que acomete principalmente moradores de paises com precarias
condigdes de saneamento béasico. A sintomatologia esta associada a carga parasitéria, existem
espécies conhecidas por causarem infeccBes em humanos e outros animais. A espécie Trichuris
trichiura é conhecida por causar a tricuriase humana, e ha evidéncias do risco da transmissao
desta parasitose de animais para humanos e vice-versa. Durante o ciclo de vida deste parasito,
como estratégia de sobrevivéncia, 0 mesmo se insere no epitélio intestinal do hospedeiro,
causando rompimento deste tecido conforme vai se desenvolvendo e sofrendo suas mudas. Em
fase cronica ja foi demonstrado que ocorre hiperplasia e hipertrofia das camadas da mucosa,
submucosa e camada muscular no intestino do hospedeiro, com alteracdo no perfil
hematoldgico e imunoldgico do hospedeiro. Além disso, nosso grupo ja mostrou que em fase
crbnica ocorre desequilibrio da microbiota intestinal e translocacdo bacteriana na submucosa
intestinal dos camundongos infectados. Com intuito de acompanhar e descrever em que
momento as alteragdes comecam a se tornar evidentes, analisamos a infec¢do de camundongos
C57BL/6 em diferentes momentos (90 minutos, 10, 17, 22 e 35 dias) de acordo com as mudas
da larva. Para isso realizamos infeccdo experimental com o modelo T. muris, pesagens e
afericdo da temperatura dos animais, distensdo sanguinea, quantificacdo de macrofagos
peritoneais, dosagens de citocinas dos macrofagos peritoneais, do ceco e dos linfonodos
mesentéricos, e as analises histopatologicas do ceco e baco. Observamos que dependendo do
parametro analisado, as alteracbes podem comecar a ser evidentes a partir do 10° dia de
infeccdo, como no caso da morfometria e morfologia. Ocorre uma variagcdo nos parametros
sanguineos e na resposta imunoldgica, principalmente entre o 17° e 35° dia de infeccéo.
Alteracbes em 6rgaos secundarios, como o ba¢o podem ser notada na tricuriase, além disso, a
carga parasitaria pode estar relacionada a algumas alteracdes ndo terem sido tdo aparentes neste
modelo estudado.

Palavras-chave: Tricuriase; Translocacdo bacteriana; Fase aguda; AlteracGes sistémicas.



ABSTRACT

OLIVEIRA, Dayane Alvarinho. Development of experimental trichuriasis in C57BL/6 mice in
acute and chronic phase. 2023. 98 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023.

The trichuriasis is a geohelminthiasis, caused by the parasite of the genus Trichuris. It
Is a neglected disease that mainly affects residents of countries with precarious basic sanitation
conditions. The symptomatology is associated with parasitic load, there are species known to
cause infections in humans and other animals. The species Trichuris trichiura is known to cause
human trichuriasis, and there is evidence of the risk of transmission of this parasite from animals
to humans and vice versa. During the life cycle of this parasite, as a survival strategy, it inserts
itself into the intestinal epithelium of the host, causing disruption of this tissue as it develops
and undergoes its molts. In the chronic phase, hyperplasia, and hypertrophy of the layers of the
mucosa, submucosa and muscular layer of the host's intestine have already been demonstrated,
with changes in the hematological and immunological profile of the host. In addition, our group
has already shown that in the chronic phase there is an imbalance of the intestinal microbiota
and bacterial translocation in the intestinal submucosa of infected mice. In order to follow up
and describe when the changes start to become evident, we analyzed the infection of C57BL/6
mice at different times (90 minutes, 10, 17, 22 and 35 days) according to the larval seedlings.
For this, we performed experimental infection with the T. muris model, weighing and measuring
the temperature of the animals, blood distension, quantification of peritoneal macrophages,
immunological measurements of peritoneal macrophages, cecum and mesenteric lymph nodes,
and histopathological analysis of the cecum and spleen. We observed that depending on the
parameter analyzed, changes may start to be evident from the 10th day of infection, as in the
case of morphology and morphology. There is a variation in blood parameters and in the
immune response, mainly between the 17th and 35th day of infection. Changes in secondary
organs, such as the spleen, can be noticed in trichuriasis, and the parasite load may be related
to some changes that were not so evident in this model studied.

Keywords: Trichuriasis; bacterial translocation; Acute phase; Systemic changes.
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INTRODUCAO

Infeccdes em humanos provocadas por helmintos, principalmente geo-helmintos,
infectam em sua maioria escolares e podem ter impactos no desenvolvimento fisico-cognitivo,
acarretando em prejuizo sdécio econémico (OMS, 2020). Devido as precarias condicdes de
saneamento bésico, as geo-helmintiases atingem principalmente os paises em desenvolvimento.
Estima-se que 1,5 bilhdo de pessoas, o equivalente a 24% da populacdo mundial, estejam
infectadas por helmintos (OMS, 2020), figura 1, onde a tricuriase humana infecta cerca de 460
milhGes de pessoas (OPAS, 2018). Apesar da relevancia a nivel global, a tricuriase e outras
parasitoses ainda s&o enquadradas no ranking das doengas negligenciadas (HOTEZ,
BRINDLEY, et al., 2008; OMS, 2017; OMS, 2022).

Figura 1 — Distribuicdo Mundial das geo-helmintiases

Helmintiases transmitidas pelo solo

Numero de criangas (Pré-SAC e SAC) que requerem quimioterapia preventiva para helmintiases transmitidas pelo solo: 2018

Legenda: Mapa disponibilizado pela OMS mostrando a distribui¢do mundial das geo-helmintiases.

Fonte: https://apps.who.int/neglected_diseases/ntddata/sth/sth.html

Sabe-se que nematoides de vida livre e geo-helmintos necessitam de condicbes
ambientais adequadas para o desenvolvimento de parte do seu ciclo bioldgico, tais como:
umidade, pH e temperatura (CHOI, ZHOU, et al., 2020). A alta pluviosidade e temperaturas
em torno de 26 °C aumentam as taxas de infeccéo por Trichuris trichiura (SCHOLTE, SCHUR,
etal., 2013).

A espécie conhecida por causar infeccdo em humanos é a Trichuris trichiura que foi

descrita por Linnaeus em 1771, porém existem outras espécies deste género conhecidas por
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causarem infec¢cBes em outros animais, impactando a medicina veterinaria, como a tricuriase
em cdes (Trichuris vulpis Froelich, 1789), suinos (Trichuris suis Schrank, 1788), bovinos e
caprinos (Trichuris ovis Abildgaard, 1795) e camundongos (Trichuris muris Schrank, 1788),
além de outras espécies descritas parasitando animais silvestres. Existem trabalhos que
mostram também o risco de um hospedeiro ndo comum acabar servindo de reservatorio ou se
infectando por outra espécie de Trichuris, como é o caso dos macacos verdes africanos (AGM,
Chlorocebus aethiops sabaeus) em St. Kitts, nas indias Ocidentais, que por meio de uma anélise
molecular apresentaram o gene trichiura-18S rRNA, confirmando os AGM como reservatorio
da espécie Trichuris trichiura (YAO, WALKUSH, et al., 2018), e o trabalho que mostrou,
também por meio da confirmagdo molecular, o caso de humanos infectados com T. suis na
Republica Democratica do Laos, Mianmar e no nordeste da Tailandia (PHOSUK, SANPOOL,
et al., 2018), o que evidencia o risco da transmissao desta parasitose de animais para humanos
e vice-versa.

Em camundongos a espécie Trichuris muris, descrita por Schrank em 1788, tem sido
amplamente utilizada como modelo experimental para estudar os impactos da tricuriase na
salde humana e veterinaria (FAHMY, 1954; BEER, 1976 e KOYAMA, ITO, 2000). A
tricuriase humana na maioria dos casos apresenta sintomatologia inespecifica, geralmente com
baixa gravidade, porém o risco pode aumentar em relacdo a carga parasitaria e aspectos
imunoldgicos do hospedeiro. Dentre os quadros clinicos que podem ser apresentados, estdo:
nauseas, cansaco, flatuléncia, distensdo e dor abdominal, perda de apetite, perda de peso,
diarreia mucoide e sangramento intestinal (KYUNG-SUN et.al, 2009).

Apesar de algumas doencas infecto-parasitérias terem como caracteristicas iniciais a
elevacdo da temperatura corporal indicando a presenca de alguma doenga subjacente (BOISIER,
JAMBOU, et al., 2002; GARCIA-ZAPATA, SOUZA JUNIOR, 2006; LOMBARD, BASSET, et
al., 2018), pouco se sabe sobre a temperatura corporal de um individuo com tricuriase. A
temperatura corporal do hospedeiro também pode interferir nas infeccbes como uma forma de
neutralizar uma possivel ameaca ao organismo (BECKER, WU, 2010). Algumas infec¢des
parasitarias podem gerar 0 aumento da temperatura corporal do hospedeiro, denominado febre,
como no caso de algumas infeccGes causadas por protozoarios: Plasmodium vivax e
Plasmodium ovale, Cryptosporidium parvum e Cryptosporidium hominis; nematoides: Ascaris
lumbricoides; e tremat6ide: Fasciola hepatica e Schistosoma mansoni (EKPANYAPONG,
REDDY, 2020). Além disso ja é sabido que na fase cronica da tricuriase ocorre invasao tecidual
por bactérias e reacdo inflamatoria local e sisttmica (SCHACHTER, et al., 2020), sendo tais

fatores 0 que tornam importante analisar se corre elevagdo da temperatura corporal durante a
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tricuriase. A diarreia, na tricuriase, pode ser desencadeada por dois fatores: primeiro
compreende a atuacdo de uma resposta imunoldgica mediada por anticorpos IgE especificos
associado a degranulacdo de mastdcitos. O segundo fator é decorrente do contato de antigenos
do nematoide com células intestinais do hospedeiro, estimulando a secrecao de cloreto, o que
também pode promover diarreia (AZIRA et. al, 2012). Em alguns casos da doenca os individuos
podem apresentar desnutricdo proteica e anemia ferropriva. Além disso, em casos graves 0
hospedeiro pode evoluir para a Sindrome da Disenteria de Trichuris (TDS), que € uma
combinacéo de sintomas, como a diarreia mucoide e sangramento ocasional (KYUNG-SUN et.
al, 2009) e para o prolapso retal.

De acordo com a OMS (2019), uma das formas de minimizar morbidades severas
ocasionadas por essa e outras parasitoses, seria preconizando o uso de anti-helminticos como
qguimioterapia preventiva. Porém os anti-helminticos disponiveis no mercado s6 tem atuacao
caso o individuo ja esteja parasitado, ndo tendo efeito acumulativo ou preventivo (KOGIEN et.
al, 2011), e algumas pessoas que tomam essas medicacOes podem apresentar reacdes adversas
(GALHARDO-DEMARCHI, MIORANZA, et al., 2009). Além disso, o tratamento com o anti-
helmintico mebendazol sem um diagndstico preciso e concentracdo adequada a carga
parasitaria, pode interferir na morfologia do ovo de Trichuris, prejudicando na identificacdo da
espécie do parasito (NEJSUM, ANDERSEN, et al., 2020). Outros estudos mostram que 0 uso
continuo de anti-helminticos pode aumentar manifestacdes alérgicas em algumas pessoas
(ENDARA et al., 2010).

Um estudo feito com animais de cativeiro no zooldgico do Rio de Janeiro mostrou que
63,8% das amostras fecais coletadas deram positivas para algum tipo de parasito e 6,1% dessas
amostras deram positivas para Trichuris sp. (BARBOSA, PINHEIRO, et al., 2019). Tanto
animais de cativeiro quanto em rebanhos de criacdo podem se infectar, porém o uso continuo
de anti-helminticos aumenta o surgimento de resisténcia por alguns nematoides aos farmacos
mais usuais (SCZESNY-MORAES et.al, 2010). Para o controle das parasitoses intestinais ndo
basta administrar anti-helminticos de forma aleatéria, deve-se compreender melhor como
ocorre todo processo de infecgdo, o desenvolvimento da doenca, carga parasitaria e avaliar as
caracteristicas ecolégicas/ambientais do parasito e hospedeiro, para assim evitar a evolucgdo e
disseminacéo do parasitismo.

Algumas linhagens de camundongos sao resistente a infec¢do por Trichuris, como as
que apresentam auséncia de receptores: WSX-1 KO, CCL11/IL-5 duplo KO, RELMp KO;
enguanto outras linhagens sdo conhecidas por serem suscetiveis: BALB/c (IL-4 KO), AKR,

Nude (Camundongos atimicos), dentre outras. Existem também linhagens de camundongos que



18

sdo dose dependente, ou seja, sdo suscetiveis dependendo da carga parasitaria, € 0 que
acontecem com o0s camundongos BALB/k, BALB/c, C57BL/6 dentre outros
(KLEMENTOWICZ et.al, 2012). Camundongos C57BL/6 quando infectados com até 50 ovos
embrionados de T.muris, sdo suscetiveis a infeccdo, porém quando infectados com doses acima
eliminam o parasito antes mesmo de se estabelecer a infeccdo (BANCROFT, A J et al., 2001).
E possivel infectar camundongos Swiss com uma alta carga parasitaria, porém por n&o ser uma
linhagem isogénica alguns se infectam e outros ndo, tendo que se estabelecer um protocolo com
imunomodulador nos estagios iniciais do parasitismo, para que se obtenha sucesso na infeccéo,
0 que inviabiliza estudos imunoldgicos na fase aguda da infeccéo.

O Trichuris € um nematoide, que ndo possui estrutura de fixacdo, como dentes, labios
desenvolvidos ou ventosas, por este motivo, e também como estratégia de sobrevivéncia,
guando adulto ele mantém a parte anterior afilada, que correspondendo a 2/3 de seu corpo,
inserida na mucosa intestinal do hospedeiro. A superficie da regido anterior, mas
especificamente a face ventrolateral do corpo deste parasito, é provida de aproximadamente 50
mil glandulas que se abrem em poros cuticulares que podem liberar substancias com
caracteristicas imunomodulatérias (LOPES TORRES et.al, 2013; SCHACHTER et al., 2019;
LOPES-TORRES et al., 2020). A parte posterior, mais robusta, fica em contato com a luz
intestinal, que é onde estdo localizados os 6rgdos reprodutores, facilitando o encontro e a
fecundacéo da fémea com o macho (LOPES TORRES et.al, 2013).

Além da larva e do produto de excrecdo/secrecdo liberados pela mesma
(PARTHASARATHY, MANSFIELD, 2005; LEROUX, NASR, et al., 2018), o ovo do
Trichuris também possui caracteristicas antigénicas e imunomodulatérias servindo como
estimulo primario para o sistema imunolégico do hospedeiro. Um trabalho de protebmica com
ovo ndo embrionado de Trichuris trichiura mostrou que na composi¢do do ovo deste parasito
existem proteinas especificas que desempenham fungdes no metabolismo do parasito,
composicdo  estrutural do  citoesqueleto, mdasculos, associadas & motilidade,
proteolise, sinalizacdo celular, na resposta a estresse, processos de desintoxicacdo, sintese
proteica, ligagdo e transporte de lipideos. Esses dados para futuros estudos de imunodiagnéstico
e melhor compreensdo com a resposta imune desencadeada pelo hospedeiro (CRUZ,
MARCILLA, et al., 2021).
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Figura 2 - Ciclo bioldgico do Trichuris muris
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Legenda: Esquema do ciclo biologico do Trichuris muris. Fonte: KLEMENTOWICZ E., TRAVIS A, et
al., 2012.

Durante o ciclo de vida do T. muris em camundongos, o hospedeiro ingere 0s ovos
embrionados contendo a larva no estagio L1 (DUQUE-CORREA, GOULDING, et al., 2022).
Esses ovos sofrem por acdo das bactérias da microbiota intestinal, onde as Escherichia coli
aderem nos plugs polares e por agdo das fimbrias do tipo I deixam esses plugs mais fragilizados
facilitando a eclosdo da larva (HAYES, K. S., BANCROFT, et al., 2010). Cerca de 90 minutos
apos a infeccdo, no ceco, a larva L1 eclode do ovo, degradam a camada de muco e penetram
nas células epiteliais intestinais pelas bases das criptas de Lieberkiihn (DUQUE-CORREA,
GOULDING, et al., 2022), tendo que superar barreiras como muco que cobre o epitélio, o fluxo
continuo de fluido que flui da cripta para o limen e a renovacdo das células epiteliais que
ocorrem entre 3 a 5 dias (GEHART, CLEVERS, 2019; DUQUE-CORREA, GOULDING, et
al., 2022), rompendo a parede lateral das células epiteliais, mantendo a superficie apical e basal
das células intactas, onde forma uma espécie de tinel em meio ao citoplasma dessas células
(TILNEY, CONNELLY, etal., 2005; KLEMENTOWICZ E., TRAVIS A, et al., 2012). Apos

24h da ingestdo do ovo essa larva ja se encontra totalmente intracelular (DUQUE-CORREA,
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GOULDING, et al., 2022). A presenca do parasito no epitélio intestinal promove a liberacdo
de antigenos que sdo captados pelas células dendriticas CD11", dependentes de IRF 4, e por
outras células da imunidade inata. Estas células migram para o linfonodo mesentérico onde
ativam linfocitos Th2, estes por sua vez induzem os linfocitos B a produzirem anticorpos do
tipo 1gG1, IgA e IgE. A larva sofre sua muda de L1 para L2 entre 0 9°- 11° dia ap6s a ingestéo
do ovo. Com cerca de 17 dias muda para L3, com 22 dias para L4 e com 32 dias j& é possivel
observar machos e fémeas sexualmente maduros. Com 35 dias de infeccdo comecamos a
identificar a eliminacdo de ovos junto as fezes do hospedeiro, caracterizando a fase crénica da
tricuriase, figura 2 (KLEMENTOWICZ et.al, 2012; YOUSEFI, HAQ, et al., 2021).

Nosso grupo mostrou que em fase cronica da infecgéo, as lesdes na mucosa epitelial do
ceco proporcionam translocacdo bacteriana da luz intestinal para submucosa. Essa invasao
bacteriana associada a presenca do parasito ocasiona uma reacao inflamatéria com migracéo de
diversas celulas do sistema imune levando a um aumento na espessura das trés camadas do
tecido intestinal, aumento no numero de celulas caliciformes e algumas alteragBes em
parametros sanguineos (SCHACHTER et. al, 2019). Além disso, sabe-se que a tricuriase causa
um desequilibrio na microbiota intestinal, interferindo principalmente na populacdo de
Bacteroides e Lactobacilos (HOLM, SOROBETEA, et al., 2015; HOULDEN, HAYES, et al.,
2015)

Apesar do parasito secretar substancias e estimular células que modulam a resposta a
essa infeccdo, evitando uma reacdo mais agressiva e a continua destruicdo do tecido intestinal,
a infeccdo causada no intestino pela a tricuriase, em camundongos C57BL/6 APC ™M+
desencadeia alteracBes neoplasicas no intestino aumentando ainda mais a proliferacdo e o
tamanho de células carcinogénicas nesses animais, que ja possuem o gene de pré disposicdo
tumoral APC ™"+ (TAKAHASHI; WAKABAYASHI, 2004; HAYES; CLIFFE, et al., 2017).

A infeccdo pelo parasito T. muris é conhecida por causar hiperplasia e hipertrofia das
células caliciformes (MARILLIER et al., 2008; D’ELIA et al., 2009; SCHACHTER et. al,
2019), e aumento na produgdo de mucina do tipo Muc2 e MucS5ac por estas células (D’ELIA,
DESCHOOLMEESTER, et al., 2009; YOUSEFI, HAQ, et al., 2021). As células caliciformes
também expressam o receptor Relm-f que desencadeia a produgdo de citocinas do tipo Th2,
responsaveis pela eliminacgéo do parasito. Dependendo do tipo de resposta imune induzida pelo
individuo, é possivel compreender porque dentro de uma mesma linhagem heterogénea de
camundongos, alguns sdo resistentes e outros séo suscetiveis a infec¢do. Quando o hospedeiro
desenvolve uma resposta inicial mais inclinada ao perfil Thl, a infec¢do evolui para fase

crénica, ja os animais que desenvolvem uma resposta com perfil Th2, apresentam resisténcia a
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infeccéo, eliminando o parasito (HURST, Rebecca J M, ELSE, 2013). Em infec¢Ges com baixa
carga parasitaria, tanto camundongos resistentes quanto suscetiveis a infeccdo, tendem a
desenvolver a fase cronica da doenca mediado por citocinas Th17 e IFN- vy, controlada por uma
resposta mediada pela I1L-10 (GRENCIS, HUMPHREYS, et al.,, 2014; LEVISON,
MCLAUGHLIN, et al., 2010). As principais citocinas da resposta imune Th2 apresentadas na
tricuriase sdo: I1L-4, IL-5, IL-9 e IL-13, produzidas em sua maioria pelas células T CD4 * e
ILC2s. Camundongos sem expressdo de IL-4 ou IL-13 sdo suscetiveis a infeccdo com T. muris
(YOUSEFI, HAQ, et al., 2021). Esses dados s6 nos confirmam a importancia de se estudar
como evolui a resposta imunoldgica durante a tricuriase.

Além do ceco, que é o sitio de preferéncia deste parasito, nosso grupo também mostrou
em fase crbnica, alteracbes sanguineas e imunoldgicas, destacando impactos sistémicos
desencadeados por esta infeccdo (SCHACHTER J et. al, 2019), porém pouco se conhece sobre
essas alteracOes, ndo se sabe em que momento da infeccdo estas alteracBes se iniciam, se é
associada apenas a presenca do parasito, ou ao processo de invasao bacteriana ou com a jun¢ao
destes fatores patogénicos, e se podem impactar em outros 6rgdos devido ao aumento da
migracao de células imunoldgicas e as citocinas liberadas.

Os linfonodos ou génglios linfaticos, sdo 6rgdos do sistema imunoldgico responsaveis
pela remogdo de antigenos circulantes pela linfa, e € o local onde ocorre a apresentacdo de
antigenos e ativacdo de células imunoldgicas que percorrem o corpo pelos vasos linfaticos.
(WILLARD-MACK, 2006; ABBAS, 2012). Quando se tem uma infeccdo em um determinado
ponto do organismo é normal observarmos os linfonodos mais préximos a essa infec¢do
inchados devido ao acimulo e ativacao de células imunes. O estudo da estrutura e funcdo dos
linfonodos tem avancado nos ultimos anos, sendo este 6rgdo também utilizado para o
diagnostico precoce de cancer de colon (MILLS, 1989; MARKL, 2015). Temos linfonodos
espalhados por todo o corpo, em regiGes como pescoco, clavicula e virilha. Conhecendo o sitio
da infeccdo e estudar os linfonodos préximos a esta regido e os 6rgdos envolvidos nessa defesa
nos auxilia a compreender melhor como ocorre a resposta imune de determinada doenca.

O baco também é um 6rgdo de suma importancia nas interacbes imunolégicas, sendo
considerado como o maior 6rgdo linfoide, responsavel pela eliminacdo de células velhas ou
danificadas da corrente sanguinea, auxilia na ativacdo da resposta imune, além da eliminagéo
de bacteérias e antigenos presentes no sangue, ainda auxilia na producdo de mucina do tipo MUC
15 (MEBIUS, KRAAL, 2005; LINDEN, SUTTON, et al., 2008).

Todas essas evidéncias nos mostram que para a prevencdo, combate e melhor

entendimento a respeito da fisiopatologia e interacdo da tricuriase, € necessario investir em
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estudos que visam descrever melhor a dindmica do parasito para tracar um perfil das alteragoes
nos diferentes momentos desta infecgéo, de acordo com as mudas sofridas pela larva, desde os
90 minutos, que € quando ocorre eclosdo da larva e de acordo com a literatura a inser¢édo do
parasito na mucosa, até a fase cronica, que nesta parasitose € caracterizada pela eliminacéo de
ovos junto as fezes do hospedeiro. Além de investigar e compreender em que momento as
alteracbes se tornam evidentes, qual o papel dos érgdos linfoides na resposta imune do

hospedeiro e como se comporta o intestino ao longo do parasitismo.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Analisar os im

pactos da evolucéo da tricuriase em baixa dose (50 ovos) de infec¢édo desde

a fase aguda (90 min, 10 dias, 17 dias e 22 dias) até a cronica (35 dias), avaliando sinais

fisiologicos, alteracOes teciduais (baco e ceco), processo de translocagdo bacteriana, parametros

sanguineos e imunoldgicos em camundongos C57BL/6.

1.2 Objetivos especificos

Aferir sinais fisioldgicos, como: temperatura corporal, pelagem e peso dos
animais nos diferentes periodos da infec¢do;

Verificar se a infec¢do promove alteragdes anatdmicas e histopatoldgicas no
baco e ceco;

Analisar o impacto da infeccdo no perfil celular do sangue periférico ao
longo da infeccdo por meio de distensdo sanguinea;

Verificar 0 momento do processo de translocacdo bacteriana da luz
intestinal para a submucosa ao longo da infec¢do (90 min, 10, 17, 22 e 35
dias).

Acompanhar o processo de resposta imune, dosando citocinas dos
linfonodos mesentéricos e ceco (90 min, 10, 17, 22 e 35 dias);

Avaliar a migracdo de células inflamatorias e o impacto sistémico, com a
contagem de macréfagos peritoneais e dosagem de citocinas e 6xido nitrico
liberadas por estes (90 min, 10, 17, 22 e 35 dias).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Infeccéo experimental

Os ovos de T. muris utilizados no experimento sdo provenientes da ovoposicdo de fémeas
recuperadas em infecgdes anteriores, da cepa Trichuris muris Edinburgh, fornecidos pelo Dr.
Francisco Bolas (Universidad Complutense de Madrid).

Para a obtencdo dos ovos de T.muris, durante as necropsias anteriores o intestino/ceco dos
camundongos infectados foram retirados, abertos e lavados em solucdo salina 0,9%,
delicadamente com o auxilio de um pincel redondo, n° 02, com as pontas compostas por pelos
suaves e flexiveis pincelamos até a remocao total das fezes. Posteriormente esse intestino foi
colocado em uma placa de petri com mais salina, e com cuidado pincelamos os vermes devagar
e sem forcar a sua resisténcia até que soltasse do tecido. Apos triamos e separamos apenas 0S
vermes vivos e colocamos em uma placa de 24 pogos contendo meio RPMI 1640 (Cultilab®),
gentamicina (10 mg/ml) e anfotericina (2,5ug/ml) e deixamos na estufa de CO2 a 27°C por 1h.
ApoOs esse periodo passamos 0s vermes para um poco da placa onde continham apenas meio
RPMI 1640 (Cultilab®) e deixamos na estufa de CO2 a 27°C por 24h. Apds esse periodo os
vermes foram retirados e congelados no freezer -80°C para experimentos futuros. O meio que
ficou no poco foi centrifugado 500 xG por 5 min. O sobrenadante foi aliquotado e filtrado para
a extracdo de produto de excrecédo e secrecdo e congelado no freezer -80°C para experimentos
futuros. O sedimento era onde se encontravam 0s ovos. Este foi ressuspendido e lavado em
agua estéril por duas vezes, repetindo o processo de centrifugacdo durante as lavagens. Apds
os ovos foram armazenados em agua estéril na geladeira (4 a 8°C) até que fossem colocados
para embrionar.

Para o embrionamento, os ovos foram lavados duas vezes em agua desclorada e estéril, e
incubados a 28 + 2 °C por 28 dias, acompanhados semanalmente. Depois deste periodo, a
porcentagem de ovos embrionados foi estimada por microscopia de luz.

Para os experimentos de MEV e FISH, utilizamos 10 camundongos Swiss e para 0s demais
experimentos 75 camundongos Black (C57BL/6). Todos machos com 4 semanas de vida,
proveniente do biotério central do ICTB/Fiocruz Manguinhos. Os animais ao chegarem no

biotério da UERJ, foram mantidos durante uma semana em quarentena, sendo realizados
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exames de fezes periddicos, a fim de descartar qualquer risco de infec¢do por outro parasito,
principalmente Syphacia.

Apds a quarentena, os camundongos foram divididos em dez grupos, cinco controle (sem
infeccdo) e cinco infectados (T. muris), correspondentes a diferentes tempos de infecgcdo (90
minutos, 10, 17, 22 e 35 dias). Para a infeccdo experimental em baixa carga parasitaria,
administramos 150 ovos (nos Swiss) e 50 ovos (nos C57BL/6) embrionados de T. muris em 0,2
mL de agua estéril por gavagem e apenas agua estéril nos controles, com o mesmo volume 0,2
mL (figura 3).

Uma semana apos a infeccdo, durante trés dias alternados realizamos a imunomodulagdo
nos camundongos Swiss. Para isso, administramos 50ul de Diprospan® (dipropionato de
betametasona 5mg/ml + fosfato dissodico de betametasona 2mg/ml) intramuscular em cada um
dos dias, alternando a pata por dia de imunomodulacéo.

Utilizamos a linhagem Swiss por ser suscetivel a maior carga parasitaria, facilitando nas
andlises da translocagdo bacteriana. E utilizamos a linhagem C57BL/6 por ndo necessitar ser
imunomodulado, o que nos permite as analises imunoldgicas nas etapas iniciais da infeccao.

Para a realizacdo dos experimentos mais invasivos, 0s animais foram eutanasiados em
camaras de CO,. Todos os procedimentos foram discutidos e aprovados pela Comisséo de Etica
para o Cuidado e Uso de Animais Experimentais do Instituto de Biologia Roberto Alcantara
Gomes da UERJ e estdo regidos sob a CEUA 059/2018.



26

Figura 3 - Gavagem para a infeccdo experimental

Legenda: Imagem mostrando como é realizada a gavagem.

Fonte: https://www.jove.com/video/53770/utilizing-an-orally-dissolving-strip-for-pharmacological.

2.2 Temperatura dos animais (°C)

Para aferir a temperatura dos camundongos, minutos antes de darmos inicio a necropsia, 0s
animais foram imobilizados e a temperatura aferida com a utilizacdo de um termdmetro
infravermelho da marca Central Brasil® e modelo CB-882 (-50 a 420°C), na direcdo do abdome
do animal mantendo uma disténcia aproximada de 132 mm, conforme as instru¢fes do

fabricante.

2.3 Pesagem (g)

Todas as pesagens foram realizadas utilizando a balanca eletrénica analitica de precisdo
(Marte ®).
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2.3.1 Peso corporal dos animais

Os animais foram acomodados em um recipiente plastico transparente de 500mL e pesados

ainda vivos nos dias 0 e 10, 17, 22 e 35 apos a infecgdo e imediatamente antes das necropsias.

2.3.2 Pesagem dos 6rgaos

Durante a necropsia o bago foi retirado e pesado inteiro e fotografado antes de ser submetido
a fixacdo. Para a pesagem utilizamos um pedaco de parafilm ® como suporte na balanca. Apds
a pesagem os bacos foram colocados sobre em uma placa de vidro atrelada a uma régua e
fotografados individualmente para que pudesse ser realizada a medida de seu comprimento pelo
software image J 1.53K, USA. Apds fotografados, os bacos foram imersos em formalina
tamponada em tampao fosfato 4% por no minimo de 48hs antes das amostras serem processadas
para histologia.

A fins de descartar qualquer discrepancia no peso do bago devido ao fato do camundongo
ser mais leve ou mais pesado, além do peso do baco em gramas, calculamos e relatamos a
proporcéo do peso do baco em relacdo ao peso corporal do animal, e os dados foram expressos
em porcentagem.

Também durante a necropsia, o ceco foi retirado e pesado, primeiramente com fezes e
depois sem as fezes. Para as duas pesagens utilizamos um pedaco de parafilm ©® como suporte
na balanca. Para a pesagem sem fezes, o ceco foi aberto em uma placa de Petri de 90 x 15mm
contendo salina a 0,9%, todo material fecal foi removido com o auxilio de um pincel redondo,
n° 02, com as pontas compostas por pelos suaves e flexiveis, e em seguida, seco em papel toalha
antes da pesagem.

Para analisar o volume de fezes retido no ceco, foi realizado um calculo, onde retiramos o

valor associado ao peso do ceco sem fezes do 6rgdo pesado ainda com o contetdo fecal.

Ceco com Fezes — Ceco sem Fezes = Contetdo Fecal

1)
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2.4 Analise sanguinea

2.4.1 Contagem especifica de leucocitos

Para a realizacdo da contagem especifica e diferencial dos leucocitos, foi feita a distensédo
sanguinea, onde uma aliquota de aproximadamente 5uL de sangue periférico obtido da cauda
dos animais, foi adicionada sobre uma lamina de vidro limpa e desengordurada, e distendida
em um angulo de 45°. Apos a secagem, em temperatura ambiente, as células foram fixadas e
coradas com o kit de coloragéo Pandético (Laborclin®).

Para a fixacdo e coloracdo as laminas foram submersas solucdo n® 1 (Triarilmetano +
metanol -1g/1000ml), mantendo um movimento continuo de cima para baixo durante 5
segundos (5 imersdes de 1 segundo cada) e deixamos escorrer sem lavar; apds escorrer
submergirmos as laminas na solugéo n° 2 (Xantenos + agua deionizada — 1g/1000ml), mantendo
um movimento continuo de cima para baixo durante 5 segundos (5 imersdes de 1 segundo cada)
e deixamos escorrer bem, sem lavar; posteriormente submergirmos as laminas na solugéo n° 3
(Tiazinas + agua deionizada — 1g/1000ml), mantendo um movimento continuo de cima para
baixo durante 5 segundos (5 imersdes de 1 segundo cada) e deixamos escorrer bem e secar
naturalmente em temperatura ambiente.

Depois de seca, a analise quantitativa e qualitativa diferencial dos leucdécitos foi realizada
utilizando a microscopia de luz com objetiva de 100x em imersdo no microscopio Olympus
Standard modelo CX-21. Para estabelecer os pardmetros, utilizamos o método de Ameia
modificado, realizando a leitura do corpo da lamina, conforme ilustrado na figura 4, com a
finalidade de compensar a ma distribuicdo dos leucdcitos entre o centro e a borda da distenséo,
jaque os diferentes tipos de leucdcitos nédo se distribuem uniformemente sobre a lamina (BAIN,
2009).
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Figura 4 — Esquema demonstrando area onde foi feita a contagem diferencial dos

leucécitos.

Cauda

Corpo Cabeca

Legenda: Ladmina com distensdo sanguinea indicando a area e modo para a leitura e contagem das células,

indicado pelo zig-zag em preto. Fonte: Adaptado de Biorender.

2.5 Obtencdo das amostras para a dosagem das citocinas por citometria de fluxo

2.5.1 Macerado dos linfonodos mesentéricos e obtencio do sobrenadante

Para analisar o perfil de citocinas produzidas pelos linfonodos mesentéricos, 0s mesmos
foram retirados e pesados para padronizar o calculo proporcional de volume do macerado. Para
a pesagem utilizamos um pedaco de parafilm ® como suporte na balanca. Apos a pesagem foi
adicionada uma gota (aproximadamente 50ul) de PBS em cada, para que 0S mesmos nédo
ressecarem até que fossem levados para a cabine de fluxo laminar, e foi calculado o volume de
PBS a ser adicionado para o macerado. O calculo foi realizado de acordo com o peso do tecido
em questdo para chegarmos ao volume de PBS que seria adicionado durante a maceragéo. Para
cada 0,001g de tecido foi adicionado 100uL de PBS esteril.

Na cabine de fluxo laminar, os linfonodos foram colocados em uma peneira com tela de
nylon estéril, essa peneira dentro de uma placa de Petri 90x15mm, onde foi adicionado o
volume de PBS calculado. Com auxilio do émbolo de uma seringa de 5ml, o linfonodo foi
macerado. O liquido resultante foi colocado em tubo de centrifugacdo de 1,5ml, centrifugado a
500 xG por 5 min e o0 sobrenadante recuperado e armazenado a -80°C até a analise das citocinas.
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Com o objetivo de preservar o material e garantir maior sucesso nas analises, uma vez

descongeladas, todas as amostras foram dosadas.

2.5.2 Macerado do ceco e obtencdo do sobrenadante

Apds a pesagem do ceco total e remocdo total dos vermes, um fragmento de 8mm foi
retirado com o auxilio de uma caneta de biopsia para 0 macerado e obtencdo do material para a
dosagem da citocina. O fragmento foi pesado e levado para a cabine de fluxo laminar onde foi
feito 0 macerado, seguindo a seguinte proporcao do volume de PBS estéril: a cada 0,001g de
tecido foi adicionado 50uL de PBS. O liquido resultante foi colocado em tubo de centrifugacéo
de 1,5ml, centrifugado a 500 xG por 5 min. O sobrenadante foi aliquotado e mantido congelado
(-80°C) até que fossem realizadas as dosagens das citocinas. Com o objetivo de preservar o
material e garantir maior sucesso nas analises, uma vez descongeladas, todas as amostras foram

dosadas.

2.5.3 Contagem e plagueamento dos macréfagos peritoneais e obtencdo do sobrenadante

Para analisar a migracdo de macréfagos para a regido peritoneal e o perfil imunoldgico
destes macréfagos, eles foram coletados, quantificados, plaqueados e o sobrenadante
recuperado ap6s 24h de incubacao.

Coletamos o lavado peritoneal antes de abrir 0 animal para a retirada dos 6rgaos. Logo ap6s
a necropsia a pele dos camundongos foi retirada com cuidado para ndo romper a membrana do
peritonio. A superficie foi higienizada com etanol 70% e injetamos 5ml de meio RPMI 1640
(Cultilab®) refrigerado previamente a 4°C contendo gentamicina (10 mg/ml) e anfotericina
(2,5ug/ml). Apds massagear o peritbnio para soltar os macréfagos aderidos a parede, este
conteudo foi coletado com o cuidado para nao perfurar nenhum 6rgéo. A seringa foi mantida
sob refrigeracdo (4°C) para evitar a aderéncia dos macrofagos na parede da seringa, até que

fosse levada para a cabine de fluxo laminar.
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Na cabine de fluxo laminar, a agulha foi desacoplada da seringa e o conteido da seringa
foi passado para um tubo conico com tampa rosqueada de 15ml e estéril. Homogeneizamos o
liquido com o auxilio de uma pipeta de 1000ul e retiramos 10ul da suspensao para contagem

na camara de Neubauer (figura 5).

Figura 5 - Area destacada utilizada para a contagem de Macrdfago na camara de Neubauer

Legenda: Imagem ilustrativa das zonas para contagem de células na cAmara de Neubauer. Em vermelho,

area utilizada para a contagem dos macréfagos peritoneais. Fonte: Adaptado de Biorender.

Para sabermos a quantidade de macrofagos que haviam no periténio dos camundongos
fizemos uma relacdo entre o valor quantificado com o volume de liquido recuperado, ja que nédo
conseguimos recuperar 0 mesmo volume em todos 0s camundongos.

Para plaquear os macréfagos a fins de que todos os pogos tivessem a mesma quantidade
de células e pudéssemos obter o sobrenadante para a dosagem das citocinas, utilizamos uma
placa de 24 pocos e calculamos o volume a ser adicionado em cada po¢o de modo que
obtivéssemos uma concentragdo final de macréfagos equivalente a 2 x 10°. Os macrofagos
foram aderindo na placa por uma hora em estufa de CO, a 37 ° C. Apds esse periodo o
sobrenadante foi desprezado e adicionamos meio RPMI 1640 (Cultilab®) + SFB (10%) + LPS
(3ug/ml) (Sigma-Aldrich®) em duplicata e na outra duplicata somente RPMI 1640 (Cultilab®)
+ SFB (10%) (Sigma-Aldrich®), por animal. Adicionamos LPS para estimular os macréfagos
ativados. Deixamos interagindo com os macrofagos durante 24hs na estufa de CO, a 37 ° C.
Apbs esse periodo, aliquotamos o sobrenadante e congelamos no freezer -80°C até o dia das
dosagens das citocinas. Com o objetivo de preservar o material e garantir maior sucesso nas

analises, uma vez descongeladas, todas as amostras foram dosadas.
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2.6 Dosagens das citocinas por citometria de fluxo

Para quantificar as citocinas, avaliamos os cinco diferentes momentos da infec¢ao (90 min,
10, 17, 22 e 35 d.p.i.). Para as dosagens das citocinas do linfonodo e do ceco utilizamos o kit
mouse inflammation (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF e IL-12p70 — BD® Bioscienses
Pharmigen, CA EUA). Para as dosagens das citocinas provenientes do sobrenadante de
macrofagos peritoneais utilizamos o kit Mouse Th1/Th2/Th17 (IL-2, IL-4, IL-6, IFN-y, TNF,
IL-17 e IL -10 - BD® Bioscienses Pharmigen, CA EUA). Ambas dosagens foram realizadas
usando o método CBA (Cytometric Bead Array), onde uma mistura de reagentes fluorescentes
recobertos com anticorpo especifico para as citocinas oferecidos pelo proprio kit foi adicionado
as amostras e incubados por 2 h a temperatura ambiente com protecdo da luz. Para realizar a
curva padrdo e o célculo das concentracbes encontradas nos testes, foram incubando
microesferas do reagente Human Cytokine Standards em diferentes concentracgdes (0-5000 pg
/ mL). Apds a incubacdo, 500 pl de solucdo de lavagem foram adicionados a cada tubo e
centrifugados a 200 x G por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspenso com 300 ul em solucdo de lavagem, fornecida pelo fabricante, e centrifugadas a
500 xG por 10 min, o sobrenadante foi desprezado cuidadosamente. O sedimento foi
homogeneizado com 100 uL de Wash Buffer, foram adquiridos 2500 eventos no citdometro de
fluxo FACS Canto Il. Para a analise dos dados, foi utilizado o programa FCAP Array (BD
Bioscience) e a concentracdo de citocinas foi determinada tendo como base a curva-padréo
estabelecida, cujas concentragdes minima e méaxima foram de 10 e 5000 pg/dL,

respectivamente. Os resultados foram expressos em pg/ml.

2.7 Dosagem de Nitrito (iNOS) dos Macrofagos Peritoneais

Apds as amostras dos sobrenadantes terem sido descongeladas e parte realizada a dosagem
das citocinas, utilizamos o restante do sobrenadante para realizar a dosagem de 0xido nitrico.
Para a dosagem de dxido nitrico foi preciso o preparo do reagente de Griess, onde juntamos

a solucdo A com a solugéo B.

Solucéo A:
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- Adicionamos 0,1g de N-1 Naphylethylene diamine dihydrochloride em 100ml de H20
destilada;
- Homogeneizamos em um agitador magnético até dissolver toda a solucdo (sem aquecer);
- Armazenamos na geladeira a 4°C até a hora do uso.
Solucéo B:
- Adicionamos 1 g de P-aminobenzene-sulfinamida em 100ml de H2O destilada com 5% de
acido fosforico (HsPOu);
- Homogeneizamos em um agitador magnético até dissolver toda a solucéo (sem aquecer);
- Armazenamos na geladeira a 4°C até a hora do uso.
Obs.: O reagente de Griess s6 tem validade de trés meses, entdo sé juntamos as duas solugdes
(Solucgéo A + Solucgédo B na concentracdo de 1:1) na hora do uso.
Para sabermos o volume de NaNOz que iriamos precisar para o preparo da curva padréo,

utilizamos a seguinte férmula:

CixVi=CfxVf
50000 uM de NaNO2 x Vi =500 pM de NaNO2 x 1000uL
Vi =500000/50000
Vi = 10pL
10uL de NaNO:2 + 990uL de RPMI

()

Sendo que para a curva padrdo a concentragdo maxima de NaNO; é de 500uM e a
minima é OuM. Foram feitas diluicdes seriadas: 500uM (10pL de NaNOz + 990uL de RPMI);
250uM; 125uM; 62,5 uM; 31,25uM; 15,62 uM; 7,81uM; 3,9uM; 1,95uM e OpM, onde foram
pegos 500uL do primeiro tubo e diluido no segundo que ja continha 500l de meio RPMI 1640
(Cultilab®), e assim sucessivamente.

Foram pipetados, em triplicata na placa de Elisa de 24 pocos com fundo chato, 100pL
das concentracGes de NaNO- para a curva padrdo e 100 puL das amostras para as dosagens.
Apos, pipetamos 100uL do reagente de Griess em temperatura ambiente (Solu¢do A + Solugéo
B na concentracédo de 1:1) em cada poco. As placas foram envoltas em papel aluminio e levadas
imediatamente para a leitura no aparelho de espectrofotdmetro com filtro de 570nm.

Para calcular o resultado, escolhemos duas concentragdes da curva de NaNO> (chamada
de DO), no qual os valores das amostras do experimento estivessem dentro da faixa para

calcular o valor de “a”.
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Para a determinagdo do valor de “a” utilizamos a seguinte formula:

a = média da maior DO — média da triplicata da menor DO

Concentracéo do maior NaNO2 da curva - Concentracdo do menor NaNO2da curva

©)
Apo6s determinar o valor de “a”, colocamos ele na seguinte formula:
X =y-b
a ©
Onde:

b = Valor da média da DO na concentracdo de 0 uM
a = inclinacgdo da reta
y = valor da DO do experimento

Os valores de X obtidos foram utilizados para a elaboracdo do grafico e analises

estatisticas.

2.8 Processamento histopatolégico

As amostras destinadas as analises histopatologicas foram fixadas em formalina tamponada
em tampéao fosfato a 4% (Merck®) por um periodo minimo de 48h antes do processamento para

histologia.

2.8.1 Histologia do Baco

O bago apos retirado durante a necrépsia, foi pesado, fotografado ao lado de uma régua

milimetrada com o auxilio da camera digital de aparelho mdvel (Galaxy S9, versao



35

10.5.03.19_medida de 4:3 4032x3024_12 MP) e fixado em formalina tamponada em tampéo
fosfato 4%, sendo processados para histologia apdés um minimo de 48hs. As medidas foram
realizadas com auxilio do software Image J. Durante o processamento, o baco foi lavado em
agua corrente por 5 min para retirada do excesso de formol. Em seguida, foi desidratado em
série alcodlica de etanol: 70%, 80%, 95% e 2X absoluto por 15 minutos em cada. As amostras
foram diafanizadas em trés séries de Xilol por 15 minutos cada, sendo a primeira Etanol/Xilol
na proporcdo 1:1, e as duas seguintes apenas xilol, e infiltradas em trés séries de parafina, sendo
30 minutos cada. Apos o processamento, as amostras foram emblocadas em parafina histoldgica
e cortes longitudinais laterais de 5 um foram obtidos com o uso do micrétomo (Leica — modelo

RM2125RTS) e coletados em laminas de vidro limpas.

2.8.2 Histologia do ceco

Apds separado o fragmento para macerar, o fragmento restante do ceco foi esticado em
papel filtro e fixado em formalina tamponada em tampao fosfato 4% e apds um minimo de 48hs
as amostras foram processadas para analise histolégica.

Os fragmentos fixados foram novamente seccionados, um fragmento de 8mm foi
retirado com o auxilio de uma caneta de bidpsia, e em seguida desidratados em séries alcodlicas
de etanol: 70%, 80%, 95% e 2X absoluto por 15 minutos em cada etapa. As amostras foram
diafanizadas em trés séries de Xilol por 15 minutos cada, sendo a primeira Etanol/Xilol na
proporcao 1:1, e as duas seguintes apenas xilol, e infiltradas em parafina com trés séries de 30
minutos cada. Os tecidos, ap6s o processamento, foram emblocados em parafina histolégica.
Cortes finos de 5 um foram obtidos com o uso do micrétomo (Leica — modelo RM2125RTS) e

coletados em laminas de vidro limpas.
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2.9 Coloracdo histopatolégica

2.9.1 Coloracéo do baco

Para a realizacdo da coloracao do baco, as laminas contendo os cortes histologicos foram
acondicionadas na estufa a 60°C durante 30 minutos para dar inicio a desparafinizacdo do
material. Apos este periodo, as laminas passaram por duas séries de cinco minutos cada em
xilol (Sigma/Aldrich), para que ocorresse a diafanizagdo e clarificagdo do tecido. Em seguida
passaram por uma série decrescente de etanol (absoluto, 90% e 70% por um minuto cada). As
laminas foram lavadas em agua destilada e introduzidas no primeiro corante, a hematoxilina de
Mayer (Sigma/Aldrich), onde permaneceram durante 40 minutos. Posteriormente, foram
lavadas em agua corrente por quatro minutos e dgua destilada por 20 segundos. Em seguida, as
laminas foram imersas em etanol (Merck) a 80% por um minuto e em seguida introduzidas na
eosina (Sigma/Aldrich), por dois minutos. Apos esse periodo as laminas foram lavadas em agua
corrente por dois minutos, imersas quatro vezes em agua destilada e desidratadas em séries
alcodlicas crescentes (em etanol a 70%, 90% e absoluto) por um minuto cada etapa. Apos este
processo, as amostras foram montadas em laminas permanentes com Entellan Merck®. A
coloracdo realizada foi a de Hematoxilina e Eosina (H & E), que tem o objetivo de evidenciar

o carater morfoldgico dos tecidos.

2.9.2 Coloracéo do ceco

Para a analise do intestino, foi realizada a coloragdo de hematoxilina e eosina, onde as
laminas contendo os cortes histoldgicos foram acondicionadas na estufa a 60°C durante 30
minutos para dar inicio a desparafinizacdo do material. Posteriormente, as laminas passaram
por duas etapas de xilol, sendo de cinco minutos cada, para que ocorresse a diafanizacao e
clarificacdo do tecido. Em seguida passaram por uma série alcodlica decrescente (absoluto,
90% e 70% por um minuto cada). As laminas foram lavadas em agua destilada e introduzidas

no primeiro corante, a hematoxilina de Mayer (Sigma/Aldrich), onde permaneceram durante 40
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minutos. Apds esse periodo, foram lavadas em agua corrente durante quatro minutos e agua
destilada por 30 segundos. Em seguida, as laminas foram imersas em etanol a 80% por um
minuto e posteriormente foram introduzidas no segundo corante, a eosina, durante dois minutos.
Passado esse periodo as laminas foram lavadas em agua corrente durante dois minutos, agua
destilada durante dois minutos e desidratadas em séries alcodlicas crescentes (de etanol 70%,
90% e absoluto) durante um minuto em cada, segundo protocolo adaptado de CAZARI et al.,
2013. Ao término da coloracdo as amostras foram montadas em laminas permanentes com
resina Entellan Merck ©.

Para melhor evidenciar o nicleo das células e estruturas bacterianas, realizamos a coloragdo
com Giemsa. As laminas com os cortes histol6gicos foram colocadas em estufa a 37°C, por 30
minutos, banhadas por duas etapas de xilol por cinco minutos em cada, desidratadas em séries
alcoolicas de etanol absoluto, 90%, 80% e 70% durante um minuto em cada, lavadas em agua
corrente durante dois minutos e coradas com Giemsa por 30 minutos ou até que ocorresse 0
espelhamento deste corante sob a ldamina. Em seguida, o material foi lavado em &gua corrente,
submetido a uma série de acido acético por 15 segundos e banhado em alcool isopropilico
durante trés minutos. Ao finalizar, os tecidos corados foram cobertos com Entellan Merck ® e
as laminas permanentes foram montadas.

Para evidenciar e quantificar as células caliciformes e os enterdcitos utilizamos a coloragdo
de PAS, a qual foi realizada com os cortes histolégicos que foram colocados em estufa a 37°C,
por 30 minutos, para iniciar a desparafinizacao, depois passaram por duas baterias de xilol, 5
minutos em cada, desidratadas em série de etanol (absoluto, 90%, 85% e 70% por cinco minuto
cada), apds foram lavadas em éagua corrente por 5 min e em agua destilada por 5 segundos
(equivalente a 5 mergulhos). Depois foram oxidadas em acido periédico 0,5% por 15 minutos,
em seguida foram lavadas em agua corrente por cinco minutos e banhadas em agua destilada
cinco vezes. As laminas foram coradas Reativo de Schiff por 20 minutos, onde o reagente foi
aplicado sobre os cortes na lamina. Posterior a esse periodo as laminas foram lavadas em agua
corrente por 5 minutos e dgua destilada 5 segundos, contra coradas pela hematoxilina de Harris
durante 5 min, novamente lavadas em agua corrente por mais 5 minutos, seguida de agua
destilada mais cinco segundos/mergulhos. Em seguida as laminas foram desidratadas em séries
alcoolicas crescentes (etanol 70%, 85%, 95% - durante 5 min e absoluto 2x — durante 15 min
cada). Ao finalizar, os tecidos corados foram cobertos com Entellan Merck®.
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2.10 Anélise Morfométrica

2.10.1 Morfometria do baco: Tamanho do baco e da poupa branca

Para avaliarmos o tamanho do baco, os mesmos foram alinhados em uma placa de vidro
junto a uma régua milimetrada e fotografados individualmente com o auxilio da caAmera do
celular (Galaxy S9, versdo 10.5.03.19 _medida de 4:3 4032x3024_12 MP) durante a necrépsia.
As imagens capturadas foram analisadas e os bacos medidos com auxilio do software Image J
1.53k, USA.

Para a avaliacdo a poupa branca do baco, analisamos aleatoriamente, em cortes
longitudinais laterais, 6 polpas brancas por animal, padronizando avaliar as imagens capturadas
das extremidades direita e esquerda, e do meio baco. Utilizamos o microscopio Olympus BX
53, equipado com a camera digital Olympus SC100. As imagens foram capturadas em
diferentes objetivas para melhor visualiza¢do (20X e 40X), foram delimitados os perimetros
das polpas brancas e analisadas por meio do programa Olympus Cell Sens Entry 1.18 (Build
16686).

2.10.2 Morfometria do ceco

Utilizando o microscopio Olympus BX 53, equipado com a camera digital Olympus SC100,
foi feita a analise morfométrica das trés camadas do intestino grosso/ceco (mucosa, submucosa
e camada muscular). Para esta andlise, foi utilizado o total de cinco animais por grupo. Na
objetiva de 40X, dois campos do corte histoldgico foram registrados para cada camada e, com 0
auxilio do programa Olympus CellSensEntry versdo 1.18, foram feitas seis medi¢fes em
diferentes areas deste tecido para cada imagem de cada uma das trés camadas (mucosa epitelial,

submucosa e camada muscular) de animais infectados e controle.
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2.11 Analise Morfoldgica

2.11.1 Quantificacdo de megacaridcitos do baco

Para a quantificacdo dos megacaridcitos, selecionamos trés regides de polpa vermelha,
equivalentes as extremidades e o centro do bago. Para isso, utilizamos o microscopio Olympus
BX53, equipado com a camera digital Olympus SC100, as imagens foram capturadas na
objetiva de 40X, e em seguida, foram marcadas e quantificados todos 0s megacariocitos
presentes na imagem, com o auxilio do programa Olympus Cell Sens Entry 1.18 (Build 16686).

Para a contagem, foram apenas consideradas as células cujos nucleos foram visiveis.

2.11.2 Morfologia do ceco

Para a realizacdao da morfologia das células intestinais, analisamos as laminas coradas com
Giemsa. As imagens foram adquiridas com o uso da camera digital Nikon DS-Ri1 acoplada ao
microscopio de luz Nikon Eclipse 80i em sistema de campo claro, as imagens foram capturadas
na objetiva de 100X. Foram analisados trés animais de cada grupo, sendo feitos trés quadrados
com 50 pm? ao longo da mucosa, na regifo basal e entre as criptas, e trés ao longo da submucosa
para cada animal. Apds quantificamos e diferenciamos todas as células presentes dentro desses
quadrados, sendo diferenciados os linfocitos, eosinofilos, neutréfilos e macrofagos. Os
quadrados foram criados com o auxilio do programa Bel View versdo 6.2.3.0 (Bel Engineering,

Monza, Italia).

2.11.3 Contagem de células caliciformes e enterdocitos

Para a identificacdo e quantificacdo das células caliciformes e dos enterdcitos, os cortes
histologicos corados com PAS foram analisados com o auxilio do microscopio Olympus BX
53, equipado com a camera digital Olympus SC100, as imagens foram capturadas na objetiva
de 40X, com o auxilio do programa Olympus Cell Sens Entry 1.18 (Build 16686). A
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quantificacdo das células caliciformes e dos enterdcitos foram realizadas pelo mesmo software.
Foram analisados trés animais de cada grupo, sendo feitos quatro quadrados com 50 um? ao
longo da mucosa, no centro das criptas para cada animal. Apos quantificamos e diferenciamos

todas as celulas caliciformes e enterdcitos presentes dentro desses quadrados.

2.12 Microscopia Eletronica de Varredura do ceco

Durante a necropsia o ceco foi retirado, aberto e lavado em salina 0,9%, posteriormente
esticado em papel filtro e fixado em formalina tamponada em tampao fosfato a 4% durante
um periodo minimo de 48h. Apds a fixacdo um fragmento do ceco contendo
aproximadamente meio centimetro quadrado foi lavado em tampéo fosfato durante trés
vezes, sendo 15 minutos em cada lavagem para retirar o fixador. Usamos o tampao fosfato
pois € o mesmo utilizado no preparo do fixador.

Apbs as lavagens, o fragmento de tecido foi pos fixado em tetroxido de désmio
(Ferrocianeto 2,5% + Osmio 2%, na proporc¢do 1:1) durante 40 min. Depois da etapa de pos
fixacdo, o fragmento do ceco foi lavado, sendo submerso em agua destilada por duas vezes,
sendo 10 minutos em cada lavagem. Em seguida, demos inicio ao processo de desidratacao
dessa amostra, mantendo o tecido submerso em etanol 20%, 30%, 50%, 70%, 80%, durante
15 minutos em cada etapa, seguindo para o etanol 90% uma vez e 100% trés vezes, durante
meia hora em cada etapa.

Quando chegou no etanol 100% foi dado inicio ao processo de criofratura. Para isso
pegamos um pedaco de parafilme e montamos uma espécie de bolsa de aproximadamente
3cm. Dentro dessa bolsa colocamos etanol 100% e o tecido. A bolsa foi cuidadosamente
fechada para que o tecido permanecesse emergido no etanol, e em seguida foi totalmente
submersa em nitrogénio liquido, até que parasse de borbulhar. Ainda congelado, com o
auxilio de uma navalha e superficie metalica também congelada, foi realizada
quebra/criofratura deste tecido em diversos pontos diferentes e de forma aleatdria.

Dando sequéncia ao processo de desidratacdo essa amostra foi levada para a realizagéo
do ponto critico onde o etanol foi substituido por CO2, mantendo-a totalmente seca e pronta
para a montagem e metalizacdo. Apos o ponto critico a amostra foi montada em stub coberto
por fita de carbono e metalizada com 2 nanogramas de ouro. O ponto critico e a metalizacdo

foram realizadas em colaboragdo com a Plataforma de Microscopia Eletronica Rudolf Barth
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na Fundacdo Oswaldo Cruz Instituto Oswaldo Cruz, Pav.Carlos Chagas -Térreo,
coordenadas pelo professor Wendell Dias. As analises foram realizadas no microscépio
eletronico de varredura AURIGA Compact presente na FCM UERJ, com auxilio do técnico

Gustavo Rocha.

2.13 FISH do Ceco

Para a hibridizacéo fluorescente in situ (FISH), foi utilizado um dos fragmentos do ceco
coletados e fixados em formalina tamponada a 4% por 48 horas. Posteriormente, o fragmento
deste tecido foi retirado foi fixador, lavado em PBS estéril e incubado a 4° C em sacarose 10%
e 30% por 24 horas cada, posteriormente o fragmento foi retirado da solucéo, seco em papel
toalha, incluido em gel de OCT (Tissue-Tek®) e congelado em nitrogénio liquido. No criostato
(Leica CM 1850) foram realizados cortes finos com 5 pm a uma temperatura de -25°C,
recuperados em laminas preparadas com L-polilisina (Sigma/Aldrich).

O FISH foi realizado em cada lamina usando as condi¢Ges e tampdes descritos em
Pernthaler et al. (2001) usando 30% de formamida (EMSURE®) no tampéo de hibridizagdo e
sondas para eubactérias (Thermo Fisher Scientific).

Para aderir os cortes na lamina durante as etapas do FISH, além do preparo prévio com L-
polilisina, as laminas contendo os cortes feitos no criostato foram recobertas com uma fina
camada de solucgéo de agarose a 0,1%.

Para o preparo da solucdo de hibridizacao foi adicionado em um tubo de 15ml: 360ul de
5M NaCl + 20 pul de Naz EDTA 0,5M + 40 pl de 1M Tris/HCI + 2 ul de SDS a 10% + 600 pl
de Formamida + 978 ul de 4gua destilada. A solucdo de hibridizacéo foi pré-aquecida em banho
maria a 48 °C.

Durante o FISH os cortes foram desidratados em solugcfes de etanol 50%, 70% e 100%
sendo cinco minutos em cada. Os cortes foram secos a temperatura ambiente. Apds a
desidratacdo e secagem, foi adicionado sobre cada corte 9ul do tamp&o de hibridizagdo pré
aquecida a 48°C + 1pl da sonda, de modo que no final tivéssemos a concentragéo de 5ng/ul da
sonda. As laminas contendo as sondas foram colocadas em camara imida, protegidas do abrigo

da luz e deixadas na estufa a 48°C durante 3hs.
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Para o preparo da solugéo de lavagem foi adicionado em um tubo de 50ml: 1020 pl de 5M
NaCl + 500 pl de Na EDTA 0,5M + 1ml de 1M Tris/HCI + 50 ul de SDS a 10% + agua
destilada até o volume de 50ml.

Apbs o periodo de hibridizacao, a solu¢gdo com as sondas foi retirada com o tampéo de
lavagem, depois os cortes ficaram submersos em mais solucéo de lavagem, ao abrigo da luz, de
volta na estufa a 48°C por mais 20 min.

Apds esse procedimento, o tampédo de lavagem foi removido e as laminas foram marcadas
com 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI - Sigma/Aldrich) diluido 100x, ou seja, na concentracdo
de 0,1pg/ml (10ul de DAPI estoque para 10ml de agua destilada), por 10 minutos, protegido da
luz, a temperatura ambiente. Apos esse periodo os cortes foram lavados cuidadosamente com
agua destilada, revestidos com N-propilgalato (Sigma/Aldrich) e laminula, e observados nos
microscopios de fluorescéncia.

O processamento e analise do FISH foi realizado em colaboragdo com a Unidade de
Microscopia Multiusuério Padron-Lins (UNIMICRO), Instituto de Microbiologia Paulo de
Goes, UFRJ Centro de Ciéncias da Saude, Bloco I, subsolo, sala 29 - Cidade Universitéria,
coordenado pela professora Fernanda Abreu, com auxilio do técnico Jefferson Cypriano. As
analises realizadas nos microscopios de fluorescéncia Zeiss equipado com Axiolmager e
AxioCam RMC (Zeiss, Alemanha), utilizando os filtros Dye Alexa fluor 488 (Fluorescein e
alexa 488 (450/490 - 515 nm), Filter set 09 (488009-9901-000) e o filtro Dye DAPI (DAPI
(365 nm - 420 nm), Filter set 02 (488002-9901-000), na UNIMICRO e no microscépio de
super-resolucdo Elyra da Zeiss, em colaboracdo com a Unidade de Microscopia Avancada do
Centro Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem (CENABIO/UFRJ) sob o auxilio da
tecnéloga Camila Gongalves.

2.14 Andlises estatisticas

Todos os dados obtidos foram analisados pelo software de estatistica graphpad instat, pelo
teste T de Student e plotados em forma de tabela ou graficos, com auxilio do software graphPad
Prism 5. Foi realizado o teste da normalidade em todas as analises. A quantidade de animais e
os dados obtidos variou em cada experimento, porém nenhuma teve nimero amostral inferior
a cinco para as analises estatisticas. O resultado das analises estatisticas foram expressas com

média e erro padréo, sendo considerados significativos os que possuiam P > 0,05.
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3. RESULTADOS

Em relacdo a analise dos sinais fisiologicos macroscopicos externos, ndo observamos
alopecia, feridas, diarreia, nem prolapso retal nos camundongos nos diferentes grupos de

infectados nem em seus respectivos controles.

3.1 Temperatura dos animais (°C)

A temperatura corporal dos animais se manteve estavel em torno de 32°C ao longo da
infeccéo, variando cerca de 0,53°C no grupo controle e 1,4°C no grupo infectado. Observamos
que no 22° dia o grupo infectado apresentou temperatura corporea mais elevada (34,18 + 0,08)
que o grupo controle (32,75 + 0,43), essa diferenca foi estatisticamente significativa (P =

0,0243), os valores foram expressos no grafico 1.

Gréfico 1 - Temperatura dos animais (°C)
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Legenda: Durante a infec¢éo, todos mantiveram a temperatura estavel (controles = 32,38°C e infectados =
32,81°C). A temperatura foi aferida em graus Celsius. Houve um pico na temperatura corpérea ao 22° dia de
infecgdo, e esse aumento foi significativo P = 0,0243. Controle “N” de 5 animais e 6 infectados. Teste estatistico

Teste T de Student. Fonte: A autora, 2023.
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3.2 Pesagem dos animais (@)

Ao analisarmos o peso corporal dos animais controle e infectado nos diferentes momentos
de infecgdo, observamos que os animais infectados apresentaram uma leve diferenca de peso
no 17° dia (controle 22,01 + 1,89 e infectado 21,01 + 1,50) e 22° (controle 23,07 + 2,45 e
infectado 22,37 * 3,40) dia de infecgcdo, porem nédo houve diferenca estatistica significativa no
peso corporal em nenhum dos momentos da infeccdo, conforme apresentado no grafico 2. Essa
discreta diferenca foi recuperada no 35° dia (controle 24,34 + 1,74 e infectado 24,63 £ 1,73).

Gréafico 2. Peso corpdreo dos animais (Q)
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Legenda: O peso dos animais foi aferido em gramas. Controle “N” de 5 animais e 9 infectados, exceto 22 dias
que tem 13 infectados e 35 dias que tem 16 infectados. Os animais infectados apresentaram uma leve perda de
peso, entre 0 17° e 0 22°. Essa diferenca foi recuperada no 35° dia, porém sem diferenca estatistica significativa.
Teste estatistico Teste T de Student. Fonte: A autora, 2023.
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3.3 Andlises do bago

Na andlise macroscépica do baco dos camundongos, observamos que alguns camundongos
infectados com 35 dias apresentaram em uma das extremidades coloracdo alterada, sugerindo
hemorragia, conforme figura 6, porém ndo observamos qualquer alteragdo histopatoldgica

associada a esta alteracao.

Figura 6 - Bago com uma das extremidades alteradas no grupo infectado.

Legenda: Analise macroscopica do baco de um camundongo infectado por Trichuris muris, cuja uma de suas
extremidades se apresentava enegrecida, circulo vermelho demarcando. Fonte: A autora, 2023.

3.3.1 Peso do bago

Em relacdo ao peso do baco, os animais apresentaram pesos dos bagos equivalentes,
havendo uma pequena alteracdo apenas com 22 d.p.i, no peso do bago dos camundongos
infectados, porém essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa. Entretanto, quando
analisamos a proporcéo do peso do baco em relacdo ao peso corporal, identificamos aumento
significativo no peso do baco no 22° d.p.i.. Esta alteracdo ndo se manteve entre 0s grupos

infectados e controle com 35 d.p.i., dados expressos na tabela 1.
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3.3.2 Morfometria do baco: Tamanho do baco e da polpa branca

Com 22 dias de infec¢éo, 0 ba¢o dos camundongos infectados (15,167 + 0,4192) apresentou
maior comprimento em comparagdo com os controles (13,552 + 0,1126). Essa diferenga no
tamanho do comprimento do 6rgdo foi observada também com 35° d.p.i, onde os animais
infectados apresentaram 0 baco com maior comprimento (15,134 £ 0,22) que os controles
(13,60 £ 0,20), essa diferenca foi estatisticamente significativa, com 22 dias (P=0,0043) e 35
dias (P = 0,0054) respectivamente. Os dados estdo expressos na tabela 1 e gréfico 3.

Em relagdo ao tamanho das polpas brancas, Figura 7, observamos um aumento significativo
na area da poupa branca nos camundongos infectados a partir do 17° d.p.i, seguindo pelo 22°

até o0 35° dia. Os dados foram expressos na tabela 1.
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Figura 7 — Histologia do bago mostrando a poupa branca

Controle Infectado

22 dias 17 dias 10 dias

35 dias

Legenda: Corte histolégico do baco, corado em hematoxilina e eosina nos diferentes tempos de infecgdo
mostrando a poupa branca. Barra de escala 70pum. Fonte a autora, 2023.
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Gréfico 3. Tamanho do bago (mm)
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Legenda: A afericdo do tamanho do bago nos animais infectados apresentou diferenca no 22° e 35° dia em

relacdo aos controles. Teste estatistico Teste T de Student. * Houve diferenca estatistica significativa P > 0,05.
Fonte a autora, 2023

3.3.3 Quantificacdo de megacariécitos

Em relacdo a quantidade de megacaridcitos, observamos uma diferenca significativa (P =
0,0448), com 35 d.p.i, onde os animais infectados, figura 8, apresentaram mais megacariocitos

(3,250 + 0,6292) do que o grupo controle (1,500 + 0,2887), os dados estdo expressos na tabela
1.
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Figura 8 - Histologia do bago mostrando os megacariocitos

Legenda: Corte histoldgico do baco, corado em hematoxilina e eosina do camundongo com 35 dias de infecgdo

mostrando os megacaridcitos, seta vermelha indica. Barra de escala 20um. Fonte a autora, 2023.



Tabela 1. Dados do bago ao longo da infecgéo

90 min 10 dias 17 dias 22 dias 35 dias
(Média + E.P) (Média + E.P) (Média £ E.P) (Média + E.P) (Média £ E.P)
Controle 0,05+0,01 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,01 0,07 £ 0,01 0,11 £ 0,02
Peso do baco (g) Infectado 0,07 £0,01 0,06 £ 0,01 0,07 £0,01 0,10+£0,01 0,11+0,01
Valor de P 0,2480 0,2181 0,9363 0,0888 0,8911
Peso do bago em Controle 0,26 + 0,05 0,36 + 0,02 0,31+0,01 0,28 £ 0,02 0,44 + 0,08
relacdo ao peso Infectado 0,35 £0,05 0,34 +£0,01 0,32 £ 0,02 0,44 + 0,04* 0,44 £ 0,02
corporal (%) Valor de P 0,0645 0,3450 0,4742 0,0197 0,9060
Controle 12,10+ 0,90 12,89 + 0,24 13,59 + 0,26 13,55+ 0,11 13,60 + 0,20
Tamanho do baco
(mm) Infectado 12,50 £ 0,47 13,03 £ 0,25 13,10 £ 0,24 15,17 £ 0,42* 15,13 £ 0,22*
mm
Valor de P 0,6889 0,7046 0,2035 0,0043 0,0054
Controle 97799 + 12874 140430 + 38372 48456 + 4157,3 52010 + 7948,5 125659 + 36966
Tamanho da poupa
b (um) Infectado 124672 + 14100 108751 + 75457 97359 £ 18497* 110657 + 24721* 102392 + 6021,5*
ranca (um
Valor de P 0,1651 0,3629 0,0004 0,0162 0,5272
Controle 3.250+0.9465 1.667 £+ 0.6667 1.750 + 0.4787 2.250 + 0.4787 1.500 + 0.2887
Quantidade de
o Infectado 5.000 £ 1.225 3.000 £ 0.7071 3.250 £ 1.315 2.000 £ 0.4082 3.250 + 0.6292*
megacariocitos
Valor de P 0.3014 0.2422 0.3250 0.7049 0.0448

Legenda: (g) gramas; (%) porcentagem; (mm) milimetros; (Med + E.P) Média + Erro padrdo. Teste estatistico Teste T de Student. Fonte: a autora, 2023.
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3.4 Analise sanguinea

3.4.1 Contagem especifica de leucécitos

Para avaliar a circulacdo e o recrutamento das células imunes dos camundongos durante a
infeccdo, realizamos a contagem especifica dos leucdcitos circulantes no sangue periférico, que é um
exame mais detalhado com base na morfologia do nucleo das células.

Observamos no 10° dia de infec¢cdo um aumento significativo no numero de eosindfilo (P =
0,0330) e neutrdfilo (P = 0,5597) no grupo infectado (eosinofilos: 4,333 + 0,8819 e neutrofilos: 21,556
+ 5,164), quando comparado ao controle (eosindfilo: 1,400 £ 0,2449 e neutrdfilo: 17,200 + 2,375). E
uma queda nos mondcitos (P = 0,0400) no grupo infectado (19,222 + 2,235) quando comparado aos
controles (31,800 + 6,288).

No 17° d.p.i observamos um aumento dos eosindfilos (P = 0,0322) e uma queda nos mondcitos
(P =0,0228) nos camundongos infectados (eosinofilos: 6,200 + 0,7348 e monadcitos: 28,000 £ 2,376),
quando comparado ao controle (eosinéfilos: 2,500 £ 0,5000 e mondcitos: 36,000 + 0,4472).

Com 22 dias houve um aumento significativo dos baséfilos (P = 0,0168) e neutrdfilos (P =
0.0084) circulantes no grupo infectado (baséfilo: 3,462 + 0,3859; neutrofilo: 19,308 + 1,461) quando
comparados ao controle (basofilo: 2,000 + 0,3273; neutrofilo: 12,750 + 1,556) e uma queda nos
linfécitos (P = 0,0111) do grupo infectado (44,538 + 3,777) quando comparado ao controle (60,375 +
3,669).

Com 35 dias houve um aumento significativo nos eosinofilos (P = 0,0595) e mondcitos (P =
0,0129) do grupo infectado (eosindfilo: 4,867 + 2,031; mondcito: 19,750 + 1,647), quando comparado
ao controle (eosinofilo: 2,333 £ 0,8819; mondcito: 14,500 + 0,5436).

Vale destacar que as células que mais predominaram foram eosinéfilos mostrando aumento
significativo a partir do 10° d.p.i, predominando também no 17° e no 35° e os mondcitos que houve uma
queda significativo no 10 ° dia, indo até o 17° invertendo a situacdo apresentando um aumento
significativo no 35° dia pos infecgdo. Uma oscilagdo na distribuicdo dos linfocitos, mondcitos e basofilos
periféricos no decorrer da infeccdo, sendo uma queda significativa dos linfocitos e aumento dos basoéfilos
e neutrofilos periféricos com 22 dias de infecgdo. Ao analisarmos os eosinéfilos circulantes notamos
um aumento deste grupo celular a partir do 10° dia de infecgdo, mantendo significativamente elevada as

taxas até o 35° dia de infeccdo, conforme expresso na tabela 2 e Figura 9.
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Figura 9 - Prevaléncia das células observadas nas distensdes sanguineas
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Legenda: Numero de células expresso em porcentagem. Teste estatistico Teste T de Student. * Houve diferenca

estatistica significativa P > 0,05. Fonte: A autora, 2023.



Tabela 2 — Prevaléncia das células observadas nas distensfes sanguineas
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Linfdcito (%)

Neutrdéfilo (%)

Monacito (%)

Eosindfilo (%)

Basofilo (%)

Bastao (%)

(Média+ E.P)  (MédiatEP)  (MédiatEP)  (MédiatEP)  (MédiatEP)  (Média+E.P)
Controle  49.500 +8.500  27.000%8.000  21.500  0.5000 wox 1.500  0.5000 ok
90 min  Infectado 55.000+4.239  23.444+3786  15.111 +1.859 Hox 3.000 + 0.8864 wok
Valor P P =0.5914 P =0.6981 P =0.1549 *ox P =0.4444 Hok
Controle  46.200 + 4641  17.200 £ 2.375  31.800 % 6.288  1.400 £ 0.2449  1.800  0.2000 *ox
10dias  Infectado 53.667 +5.783  21.556 £5.164  10.222+2.235  4.333+0.8819  1.333 +0.2108 wok
Valor P P =0.4012 P = 0.5597 P = 0.0400* P = 0.0330* P =0.1479 Hok
Controle  41.500 + 0.5000 23.000 £ 12.000 26.500 + 10.500 2.500 + 0.2887  3.500 + 0.5000 o
17dias  Infectado  48.000+3.606  13.000 + 1.414  28.000+3.564  6.200 +0.4899  4.600 + 1.030 Hok
Valor P P = 0.3309 P = 0.2000 P =0.8612 P = 0.0007* P = 0.5557 *ox
Controle  60.375+3.669  12.750 £ 1.556  21.7503.712  2.250 £0.4532  2.000 * 0.3273 o
22dias  Infectado  44.538 +3.777 19308 +1.461  27.231+3.373  4.846 £0.5044  3.462 +0.3859 *ox
ValorP P =0.0111* P = 0.0084* P = 0.3052 P = 0.0023* P = 0.0168* *ox
Controle  66.750 +2.287  17.250 £3.728 14500+ 1.041  2.333 + 0,5578 = =
35dias  Infectado  60.188+2.626  14.000 + 1.656  19.750+1.647  4.867 +0,5243 Hok Hok
Valor P P =0.2450 P =0.4017 P =0.1394 P =0,0116* *ox *ox

Legenda: (Med = E.P) Média + Erro padrdo. *Houve diferenca estatistica significativa. **N&o foi possivel realizar anélise estatistica. Fonte: A autora. 2023.
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3.5 Analise dos Macrofagos Peritoneais e dosagem de citocinas

3.5.1 Contagem de macrofago peritoneal

A taxa de recuperacdo de macrofagos peritoneais variou nos diferentes tempos de infecgdo, tendo
um leve predominio na recuperacdo dos macrofagos dos grupos controles, sem diferenca significativa,
porém com 35 dias de infeccdo observamos um aumento significativo (p = 0,0714) dos macréfagos

peritoneais recuperados do grupo infectado (1,23x10° + 0,48) quando comparado ao controle (0,58x10°
+ 0,09), dados expressos no grafico 4.

Gréfico 4 - Contagem de macrofagos peritoneais e citocina do sobrenadante destes macr6fagos
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Legenda: Contagem de macrdfagos peritoneais. Sendo dois animais controles e cinco infectados. Analise estatistica pelo

teste estatistico T-Student. *Houve diferenca estatistica significativa. Variagdo das citocinas observadas no grupo infectado.
Fonte: A autora, 2023.
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3.5.2 Dosagem de citocinas dos macréfagos peritoneais

Com 90 minutos de infec¢do observamos uma queda significativa nas taxas de TNF (p = 0,0339) no
grupo infectado (289,84 + 96,136) quando comparado ao controle (1736,10+ 228,30). Essa queda
também foi observada no 35° dia (p = 0,0399) no grupo infectado (623,34+ 107,53) quando comparado
ao controle (1092,3+178,09). Porém a partir do 10° dia de infeccdo observamos um aumento
significativo (p = 0,0045) desse TNF no grupo infectado (287,93 + 65,478) quando comparado ao
controle (14,670 £ 0,9033), que se estende pelo 17° dia (p = 0,0398 - infectado: 420,95 + 126,54;
controle: 7,457+ 1,572) até o 22° dia (p = 0,0309 — Infectado: 1381,7+ 409,17; controle: 289,67 +
59,647).

Em relacdo a IL-6, notamos um aumento significativo dessa citocina no grupo infectado entre o0 17°
dia (p = 0,0400 — Infectado: 1814,6 + 459,75; Controle: 2.760+ 0.080), 22° dia (p = 0,0189 - Infectado:
7560,20 £ 932,22; Controle: 1077,4 £ 952,32) e 35° dia (p = 0,0019 - Infectado: 11494,00 + 671,68;
Controle: 4181,60 + 149,60) de infeccéo.

Observamos também um aumento significativo da citocina regulatéria, IL-10, com 22° dia (p =
0,0231) no grupo infectado (27,580 * 6,654) quando comparado ao controle (7,030 + 1,688). Dados

expressos no grafico 4.

3.5.3 Dosagem de Oxido Nitrico dos Macréfagos

Ao analisarmos a dosagem do Oxido nitrico dos macréfagos peritoneais sem estimulo de LPS,
observamos uma queda significativa (p = 0,0019) de o6xido nitrico produzido pelos macrofagos
peritoneais dos camundongos infectados (6,48 + 0,42) quando comparado aos do grupo controle
(4,08 £ 0,46) com 17 dias de infeccdo, e um aumento significativo na producdo de NO no grupo
infectado (5,18 £ 0,38) quando comparado ao controle (11,12 + 2,05) com 35 dias de infec¢cdo. Esse
aumento na producdo de NO também foi observado nos macréfagos estimulados com LPS do grupo
infectado (3,22 £1,15) quando comparados aos controles (21,37 £ 2,90) com 35 dias de infeccao,

dados expressos no gréafico 5.
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Gréafico 5. Dosagem do 0xido nitrico dos macréfagos peritoneais
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Legenda: Dosagem de 6xido nitrico dos macrdfagos peritoneais sem estimulo de LPS e estimulados com LPS. Analise

estatistica pelo teste estatistico T-Student. *Houve diferenca estatistica significativa. Fonte: A autora, 2023.

3.6 Analise do Ceco

3.6.1 Peso do ceco sem fezes e a relacdo da quantidade de fezes no ceco

Durante o parasitismo por Trichuris muris, o ceco é o sitio de preferéncia deste parasito. A presenca
do parasito causa um enrijecimento visivel do tecido local, sendo mais evidente com 35 dias de infeccéo.
Para avaliar os danos das alteracfes ocorridas no ceco, foi feita a pesagem dos mesmos fragmentos
intestinais com fezes e sem fezes antes de serem fixados para histologia.

Ao analisarmos a pesagem do ceco sem fezes, observamos que o tecido comeca a se apresentar mais
pesados a partir do 10° dia de infec¢do, sendo este aumento crescente até o 35° dia. Apesar de um
crescente aumento no peso, esta diferenca so foi estatisticamente significativa no 35° dia de infecgéo (p
= 0,0260) quando comparamos o grupo controle (0,17 + 0,02) com infectado (0,27 + 0,03), conforme
apresentados no grafico 6A.

Ao verificarmos a diminuicdo da diferenca entre os pesos do ceco com fezes em comparagao com o
ceco sem fezes de cada animal, obtivemos como resultado o contetdo fecal contido nesse orgéo.
Observamos que os animais infectados, apos o 10° dia de infecgdo tinham menos fezes contidas no ceco,
em comparacdo com o0s animais controles, porém so foi possivel observar diferenca estatistica

significativa (p = 0,0163) a partir do 22° dia de infeccdo, onde os animais infectados continuaram
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apresentando menos conteudo fecal (0,2317+ 0,02) que os controles (0,3400 £ 0,02). Essa diferenca se
estendeu até 35° dia de experimento (p = 0,0280), onde os infectados continuaram com menos contetdo
fecal (0,2408 + 0,02) que os controles (0,3424+ 0,05), gréfico 6.

Gréfico 6 - Peso do ceco (g) sem fezes e a relacdo da quantidade de fezes no ceco
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Legenda: A — gréafico do peso do ceco com fezes. B - Gréfico da relagdo da quantidade de fezes no ceco. Controle e

infectado “N” de 5 animais controles e 8 infectados, exceto 22 dias 11 infectados e 35 dias que tem 15 infectados. Analise

estatistica pelo Teste T de Student. * houve diferenca estatistica significativa. Fonte: A autora, 2023.

3.6.2 Morfometria do ceco

Na analise morfométrica, foi possivel observar um espessamento significativo nas camadas da

mucosa, submucosa e camada muscular a partir do 10° dia de infec¢do, onde na mucosa e submucosa é

possivel observar um intenso infiltrado inflamatorio. Além disso ha mucosa observamos a presenca do

parasito inserido e um aumento de enterdcitos e células caliciformes. Esse espessamento ha mucosa,

submucosa e camada muscular do ceco vai se tornando cada vez mais intenso no grupo infectado até o

352 dia de infecgdo. Dados expressos na figura 10 e 11.
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Figura 10 - Morfometria e morfologia do ceco com 90 minutos, 10 e 17 dias

90 minutos 10 dias 17 dias
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Legenda: Cortes histoldgicos do intestino corado com HE. Sendo A,C e E grupo controle e B, D e F grupo infectado
por T.muris. A e B com 90 minutos de infec¢do; C e D com 10 dias de infecgdo; E e F com 17 dias de infec¢do. Mucosa

(Mu), Submucosa (Sub) e camada muscular (Mus). Barra de escala 100um. Fonte: A autora, 2023.



Figura 11 - Morfometria e morfologia do ceco com 22 e 35 dias
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[ Controle
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Legenda: Cortes histoldgicos do intestino corado com HE. Sendo A e C grupo controle e B e D grupo infectado por

T. muris. A e B com 22 dias de infec¢do, barra de escala 50pm. C e D com 35 dias de infeccdo, barra de escala 100pum. Sendo

a representacdo da morfometria da mucosa (Mu), Submucosa (Sub) e camada muscular (Mus) localizadas abaixo dos cortes

histol6gicos. * Houve diferenca estatistica significativa (p < 0,05). Fonte: A autora, 2023.
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3.6.3 Morfologia do ceco

Na analise morfologica do ceco é possivel observar um aumento significativo no nimero de
células inflamatorias submucosa intestinal dos camundongos infectados a partir do 10° dia de infeccao,
crescendo até o 35° dia de infec¢do. Enquanto que na mucosa intestinal, apesar de também haver um
aumento no namero de células inflamatérias a partir do 10° dia de infeccdo, a significancia oscila, sendo
significativo com 10 dias de infec¢do o aumento de eosinofilo e neutrofilo, com 17 dias foi significativo
0 aumento no ndmero de eosinéfilos, macréfagos, neutrofilos e linfocitos. Com 22 dias houve um
aumento significativo de eosinofilos, neutrofilos e linfocitos e com 35 dias houve um aumento

significativo de eosintfilo e macréfago na mucosa intestinal. Dados detalhados nas tabelas 3 e 4.



Tabela 3 - Anélise morfoldgica mucosa intestinal

Eosindfilo Macrdéfago Neutrdfilo Linfocito

(MedzE.P) (Med=E.P) (Med+E.P) (Med+E.P)

Controle 0,17 +0,17 5,17+1,08 2,67 +0,42 1,33 +£0,33

_90 Infectado 0,17 £ 0,17 7,83+1,25 2,83 +£0,79 1,00 + 0,26

minutos

Valor de P p > 0,999 p=0,1371 p = 0,8564 p =0,4475

Controle 0,17 +0,17 9,00+1,32 3,17 £ 0,54 1,17+£0,31

10 dias Infectado 3,17+ 0,70* 125+ 1,20 5,83+0,91* 2,83+0,70
Valor de P p = 0,0020 p=0,0782 p = 0,0305 p = 0,0550

Controle 0,17 +0,17 7,33+1,38 2,28+041 1,94 + 0,36

17 dias Infectado 6,50 +£1,12* 15,67 £ 0,80* 4,67 £0,63* 3,83+0,37*
Valor de P p = 0,0003 p = 0,0004 p = 0,0032 p =0,0010

Controle 1,39 £ 0,39 4,06 + 0,88 2,39 +0,37 1,83+ 0,35

22 dias Infectado 3,00 £ 0,43* 6,83 +1,21 3,94 £ 0,54* 3,50 £ 0,42*
Valor de P p = 0,0086 p=0,0717 p =0,0233 p = 0,0047

Controle 1,39 £ 0,39 5,67+1,43 4,67 +1,05 3,50+ 0,89

35 dias Infectado 3,06 £ 0,43* 12,83 + 1,74* 6,33 £ 1,20 4,50 + 0,50
Valor de P p =0,0070 p = 0,0098 p=0,3217 p = 0,3484
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Legenda: Média da quantidade de células presente a cada 50um?. (Med + E.P) Média + Erro padrdo. *Houve diferenca estatistica significativa (P > 0,05). Teste T de Student.

Fonte: A autora, 2023.



Tabela 4 - Anélise morfoldgica submucosa intestinal

Eosindfilo Macrdéfago Neutrdfilo Linfocito

(Med=E.P) (Med=E.P) (Med=E.P) (Med=E.P)

Controle 0,17 +0,17 6,67 +1,17 2,17+ 0,40 2,67 +0,33

_90 Infectado 0,17 £ 0,17 6,67 £ 0,72 2,50 + 0,56 2,33+£0,92

minutos

Valor de P p >0,9999 p >0,9999 p =0,6400 p=0,7402

Controle 0,17+ 0,17 4,00 +1,03 1,33+£0,42 0,83+0,17

10 dias Infectado 1,33 £ 0,42* 10,67 +1,76* 3,00 £ 0,37* 2,50 £ 0,34*
Valor de P p =0,0277 p = 0,0086 p =0,0136 p =0,0014

Controle 0,50 £ 0,22 517 +0,91 1,50+ 0,43 0,83+0,31

17 dias Infectado 4,33 +1,56* 9,17 £ 1,52* 6,17 £ 1,14* 3,50 +0,81*
Valor de P p =0,0356 p =0,0471 p =0,0033 p=0,0114

Controle 0,17 + 0,17 3,17+0,31 1,50 £ 0,43 0,67 £0,21

22 dias Infectado 2,67 +0,72* 9,50 + 1,09* 5,00 + 0,86* 3,50 £ 0,34*
Valor de P p =0,0067 p =0,0002 p =0,0044 p <0,0001

Controle 0,17 +0,17 2,50+0,43 1,17+0,48 0,33+0,21

35 dias Infectado 4,50 +0,67* 13,67 +1,28* 9,67 +1,15* 8,33+ 1,75*
Valor de P p <0,0001 p <0,0001 p <0,0001 p =0,0011

Legenda: Média da quantidade de células presente a cada 50um?. (Med * E.P) Média * Erro padrdo. *Houve diferenca estatistica significativa (p > 0,05). Teste T de Student.

Fonte: A autora, 2023.



3.6.4 Quantificacio de células caliciformes e enterdcitos
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Em relacdo a quantificacdo das células caliciformes, observamos um aumento significativo no
numero dessas células a partir do 17° dia de infeccdo (p = 0,0448), se estendendo pelo 22° (p = 0,0187)
e 35° (p = 0,0249) dia de infecgéo, figura 12.

Figura 12. Quantificacdo de células caliciformes e dos enterdcitos

\ Y

Quantificacdo de células caliciformes e dos enterocitos
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(Med+EP) (Med+EP) (Med+EP) (Med+EP) (Med+EP)
. Controle  74,75+281 64,50 + 4,87 48,50 + 6,70 47,0 +7,65 35,50 + 5,50
(]
& E
Z £ Ifectado 5450171 38,67 + 1,22 114,0 £ 25,03% 111,67+ 19,79  109,50+24,29%
O 3
<
°  YalordeP  P=04100 P=0,0659 P = 0,0448 P=0,0187 P=0,0249
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Legenda: Corte histoldgico do ceco de camundongos com 17 dias de infecgdo, corados com PAS, mostrando hiperplasia das

células caliciformes e enterdcitos quando comparados a figura 8A, camundongo controle, com a figura 8B, camundongo

infectado. Tabela com a média do quantitativo de células encontradas. (Med + E.P) Média + Erro padrdo. *Houve diferenga

estatistica significativa (p > 0,05). Teste T de Student. Fonte: A autora, 2023.
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3.7 Dosagens de citocinas

3.7.1 Dosagem de citocinas do ceco

Na dosagem das citocinas presentes no macerado do ceco, observamos um aumento significativo (p
=0,0274) de IL-2 nos camundongos infectados (4,153 + 0,6109) quando comparados ao controle (2,493
+ 0,3080) e também de I1L-17 (p = 0,0099) no grupo infectado (0,7650 + 0,1184) quando comparado ao
controle (0,1800 + 0,1039) com 17 dias de infeccdo, resultado expresso na figura 13.

Com 10 dias observamos um aumento significativo de TNF (p = 0,0039) no ceco do grupo infectado
(10,565 + 0,9551) quando comparado ao controle (3,830 + 0,8388) e com 17 dias também houve um
aumento de TNF (p = 0,0098) no grupo infectado (18,398 + 2,343) quando comparado ao controle (7,355
+ 1,077), resultado expresso na figura 13.

Observamos um aumento de IFN-y (p = 0,0376) no ceco do grupo infectado (1,037 £+ 0,1810) em
relacdo ao controle (0,2033 + 0,2033) com 10 dias de infeccdo, e um aumento (p = 0,0255) também com
17 dias no grupo infectado (1,860 * 0,6452) quando comparado ao controle (0,1633 + 0,0519), resultado
expresso na figura 13.



Figura 13. Citocinas de perfil Thl presentes no ceco e linfonodo, ao longo da infecgéo.
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Legenda: Dados das dosagens das citocinas expressos em picograma por mililitro. * Houve diferenca estatistica

significativa (p < 0,05). Fonte: A autora, 2023.
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Com 10 dias no grupo infectado (1,675 £ 0,5050) também apresentou no ceco um aumento (p =
0,0414) de IL-4 quando comparado ao controle (0,3500 + 0,0656). Com 17 dias esse aumento (p =
0,0276) de IL-4 também se apresentou significativo nos animais infectados (1,840 + 0,2200) quando
comparado ao controle (0,2700 £ 0,1500), resultado expresso na figura 10.

Em relacdo a IL-6, com 17 dias observamos um aumento significativo (p = 0,0093) no ceco dos
camundongos infectados (3,240 £ 0,0751) quando comparados aos camundongos do grupo controle
(1.015 £ 0.5860). Com 22 dias ndo notamos diferenca, porém com 35 dias voltamos a observar um
aumento (p = 0,0212) significativo de IL-6 nos camundongos infectados (5,080 + 1,241) quando
comparados aos camundongos controle (1,833 + 0,4566), resultado expresso na figura 10.

Observamos também um aumento da I1L-10 com: 10 dias (p = 0,0302), no grupo infectado (11,330
+ 2,440) em relacdo ao controle (4,604 £ 0,929); 17 dias (p = 0,0046), no grupo infectado (13,925 +
2,052) em relacdo ao controle (4,645 + 0,4821); 35 dias (p = 0,0462), no grupo infectado (10,375 £

0,4450) em relacédo ao controle (4,940 £ 1,256), resultado expresso na figura 10.



Figura 14.
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Legenda: Dados das dosagens das citocinas expressos em picograma por mililitro. * Houve diferenga estatistica significativa
(p <0,05). Fonte: A autora, 2023.
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Dosagem de citocina nos linfonodos mesentéricos

Na dosagem das citocinas presentes no macerado do linfonodo mesentérico, observamos um
aumento significativo (p = 0,0003) de IL-2 nos camundongos infectados (6,240 + 0,0700) quando
comparados ao controle (1,507 + 0,1910) e também de IL-17 (P = 0,0042) no grupo infectado (4,313 £
0,2133) quando comparado ao controle (0,7300 + 0,4800) com 35 dias de infec¢éo, resultado expresso
na figura 13.

Observamos um aumento significativo de TNF com 22 dias (p = 0,0258) no grupo infectado (25,667
+ 4,115) quando comparado ao controle (13,887 + 2,463) e com 35 dias também houve um aumento de
TNF (p = 0,0054) no grupo infectado (43,148 + 7,141) quando comparado ao controle (3,350 * 1,315),
resultado expresso na figura 13.

Observamos nos linfonodos, com 10 dias, uma queda significativa de IFN-y (p = 0,0482) no grupo
infectado (0,2200 + 0,1600) em relacdo ao controle (0,6700 + 0,05568), porém com 17 dias houve um
aumento (p = 0,0005) significativo de IFN-y no grupo infectado (5,890 + 0,7200) quando comparado ao
controle (0,3050 £+ 0,2006). Esse aumento de IFN-y persistiu no 22° dia (p = 0,0117), onde o0s
camundongos infectados apresentaram 6,820 + 1,685 pg/ml enquanto os camundongos controle
apresentaram uma média de 1,025 + 0,4189 pg/ml. Com 35 dias de infec¢do ainda houve um aumento
significativo (P = 0,0241) de IFN-y nos camundongos infectados (1,763 £ 0,4625) quando comparados
aos camundongos controle (0,1500 + 0,0751), os resultados foram expressos na figura 13.

Com 17 dias o grupo infectado (2,633 + 0,8359) também apresentou um aumento (p = 0,0386) de
IL-4 nos linfonodos quando comparado ao controle (0,3713 £ 0,1887). Com 22 dias esse aumento (p =
0,0471) de IL-4 também se apresentou significativo nos animais infectados (0,7050 + 0,1165) quando
comparado ao controle (0,2800 £ 0,1247), resultado expresso na figura 14.

Em relacdo a IL-6,nos linfonodos, com 22 dias, observamos um aumento significativo (p = 0,0408)
camundongos infectados (4,820 + 1,191) quando comparados aos camundongos do grupo controle
(2,358 + 0,2970), resultado expresso na figura 14.

Também observamos nos linfonodos um aumento da IL-10 com 35 dias (p = 0,0026), no grupo
infectado (33,763 £ 6,188) em relacdo ao controle (6,213 + 0,9029), resultado expresso na figura 14.

3.8 Ultraestrutura da coloniza¢éo T. muris no tecido hospedeiro

A partir do 10° dia de infecgéo ja é possivel visualizar o T. muris inserido na mucosa intestinal,

formando o tanel sincicial, o qual é um ambiente protegido e uma fonte continua de nutrientes para
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o0 verme, além disso € possivel acompanhar o percurso realizado pelo parasito ao se ancorar no tecido.
Com 10 dias de infeccdo, ja é possivel visualizar partes do tunel sincicial e identificar o rompimento

da superficie epitelial, além da presenca de bactérias proximas a ruptura, figura 15.

Figura 15. MEV do ceco com o Trichuris muris rompendo a mucosa intestinal com 10 dias de

infeccéo.
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Legenda: MEV do ceco de camundongos infectados por Trichuris muris, com 10 dias de infeccdo. Figura A — mostrando a
mucosa intestinal e o percurso realizado pelo parasito que se encontra inserido na mucosa e rompendo partes da mucosa
intestinal, com bactérias proximas a ruptura. Destaque — detalha em maior aumento o parasito penetrando na mucosa e
carreando bactérias presentes na mucosa. Um — Mucosa; * - T. muris; Seta branca pontilhada mostrando o caminho percorrido
pelo parasito na mucosa intestinal; Seta preta — bactérias em formato de bastdes. Barra de escala: A-10um; Destaque de A-
1um. Fonte: A autora, 2023.

Em um perfil transversal do ceco com 17 dias de infecgdo, realizado pela técnica de criofratura,
observamos a mucosa intestinal com o parasito, em larva de terceiro estagio, inserido na mucosa, grande
quantidade de bactérias baciliformes na superficie da mucosa, Figura 16A. Neste mesmo corte também
é possivel visualizar outras areas de ruptura da superficie da mucosa intestinal localizadas proximo ao
parasito, também com a presenca de bactérias no tecido e aderidas a cuticula do parasito, figura 16A e
em detalhe. Na figura 16B, conseguimos visualizar o T. muris (L3) penetrando na superficie da mucosa
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intestinal também com 17 dias de infeccdo, onde ele rompe o tecido e se insere. Destaca-se um grande
namero de bactérias colonizando a superficie da mucosa intestinal. Com 17 dias de infeccéo, foi possivel
observar bactérias baciliformes invadindo a submucosa intestinal, que € uma camada mais profunda do
ceco, figura 16C, mostrando que o processo de translocacdo bacteriana ja ocorre nesta fase aguda da
infeccdo, detalhado no destaque da figura 16C.

Com 17 dias de infeccdo conseguimos também flagrar o nematoide T. muris se inserindo na
mucosa intestinal, se ancorando no tecido por meio de uma escavacdo lateral através de IECs (células
epiteliais intestinais) adjacentes que se juntam para formar uma Unica estrutura que abriga o parasito, e
gque 0 mesmo emerge a sua regido anterior em direcdo a luz intestinal, sugerindo um movimento de
penetracdo pelo tecido, figura17 A. Nafigura 17 B conseguimos visualizar, em detalhe, aregido anterior
do parasito ao emergir do tunel, e o estilete, estrutura utilizada por estes nematoides para perfurar e

penetrar no tecido.
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Figura 16. MEV do ceco com o Trichuris muris rompendo a mucosa intestinal com 17 dias de infec¢éo

e bactérias aderidas.

Legenda: MEV do ceco de camundongos infectados por Trichuris muris, com 17 dias de infecg8o. Figura A — Criofratura do
ceco mostrando a mucosa intestinal e o parasito inserido na mucosa, ruptura da mucosa intestinal e bactérias proximas a
ruptura. Destaque de A — mostrando em maior aumento o parasito penetrando na mucosa e carreando bactérias presentes na
mucosa. Figura B — Parasito inserido na mucosa intestinal com bactérias aderidas em seu corpo e na superficie da mucosa
intestinal, e detalhes da cuticula do parasito. Figura C — criofratura do ceco mostrando mucosa e submucosa com presenca
de bactérias na submucosa, detalhadas no destaque. Mu — Mucosa; * - T. muris; Seta branca — parasito rompendo a mucosa
intestinal; Seta preta — bactérias em formato de bastonete. Barra de escala: A, B e C — 10um; Destaque de A — 1um; Destaque
de C — 2um. Fonte: A autora, 2023.
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Figura 17. MEV do ceco com o Trichuris muris rompendo a mucosa intestinal com 17 dias de infeccéo,

momentos antes de penetrar na mucosa.

Legenda: MEV do ceco de camundongos infectados por Trichuris muris com 17 dias de infecgdo. Figura A — Parasito inserido
na mucosa intestinal, rompendo diversas regides da mesma durante a migracdo pelo tanel sincicial, e presenca de bactérias
na superficie da mucosa. Figura B — Presenca do parasito na mucosa em maior aumento, momentos antes da penetracdo na
mucosa, detalhes da cuticula do nematoide e estilete, seta branca. Seta preta indicando a presenca de bactérias. * - Ruptura

da mucosa causada pelo Trichuris muris. Barra de escala: A — 30um; B — 10um. Fonte: A autora, 2023.
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Com 22 dias de infeccdo, em nossos resultados obtidos por criofratura e MEV foi possivel
identificar em perfil transversal do ceco, as trés camadas teciduais: mucosa, submucosa e camada
muscular, numa regido com varios perfis da regido anterior do nematoide T. muris (L4) inserida na
mucosa intestinal, figura 18A. A figura 18B é referente ao detalhe pontilhado da figura 18A, mostrando
um corte transversal do verme dentro formando o tdnel no tecido hospedeiro. A figura 18C é referente
ao detalhe em linha continua da figura 18A, mostrando uma grande quantidade de estruturas bacterianas
janasubmucosa intestinal, predominando a presenca de bactérias baciliformes. Na figura 18D é possivel
observar, em maior detalhe, a ruptura da mucosa intestinal promovida pelo parasito, 0 espaco entre o
parasito e o tunel, além de bactérias aderidas a superficie da cuticula. Vale destacar ainda bactérias
baciliformes em formato esférico (cocos) aderidas nas microvilosidades da mucosa intestinal, muito

proximas da regido de insercdo/ancoramento do parasito.
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Figura 18. MEV do ceco com o Trichuris muris rompendo a mucosa intestinal com 22 dias de infec¢éo

e bactérias invadindo a submucosa.

Legenda: MEV do ceco de camundongos infectados com Trichuris muris com 22 dias de infec¢do. Figura A - Criofratura do
ceco, mostrando as trés camadas do tecido intestinal e o parasito inserido na mucosa, ruptura da mucosa intestinal e bactérias
invadindo a submucosa. Figura B - detalhe pontilhado da figura A, mostrando o verme dentro do tinel em um corte
transversal. Figura C - detalhe em linha continua da figura A, mostrando grande quantidade de bactérias em formato de
bastonetes invadindo a submucosa intestinal. Figura D — Parasito rompendo a mucosa intestinal com bactérias aderidas em
seu corpo e nas microvilosidades a mucosa intestinal. Mu — Mucosa; Sub — Submucosa; Mus — Camada muscular; * - T.
muris; Seta branca - parasito rompendo a mucosa intestinal; Seta preta — bactérias em formato de bastonete. Barra de escala:

A -20um; B e D - 3um; C - 2um. Fonte: A autora, 2023.
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3.9 Mapeamento do processo de translocacao por hibridizacéo in situ

Apols os resultados obtidos por microscopia eletrénica de varredura, realizamos a técnica de
hibridizacdo in situ, a qual utilizamos sondas especificas para a marcacdo de eubactérias. Em nossos
resultados identificamos a presenca de bactérias apenas na superficie da mucosa intestinal e no interior
das criptas de Lieberkuhun dos animais em grupos controle, 0 que é de se esperar uma vez que essas
regibes estdo em contato direto com a microbiota presente no Iimen intestinal, figura 19A. Ja nos
camundongos infectados, a partir do 17° dia de infeccdo encontramos bactérias na submucosa intestinal,
figura 19B detalhada em maior aumento em 19C. Em nossas imagens foi possivel identificar bactérias
baciliformes e em formato de cocos na figura 19. Na figura 19E destacamos o parasito inserido na
mucosa intestinal e marcacGes com a sonda e bactérias proximas a regido de ancoramento, além de outras
marcagdes em camadas mais profundas da mucosa epitelial e na submucosa. Estes resultados consolidam
a hipdtese de translocacdo bacteriana ainda em fase aguda da tricuriase experimental com baixa carga
de infeccdo. Vale destacar que com 17 dias de infecgdo 0 nematoide esta em seu terceiro estagio larval

de desenvolvimento.
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Figura 19. FISH do ceco de camundongos controles e infectados por Trichuris muris, mostrando

bactérias invadindo a partir do 17° dia de infecg&o.

Legenda: FISH do ceco de camundongo controle e infectados com Trichuris muris. Filtro Alexa 488 marcando em verde as
bactérias e DAPI em azul, marcando o material genético das células. Figura A — Ceco de camundongo controle com 35 dias,
mostrando as trés camadas teciduais, com bactérias apenas na mucosa intestinal. Figura B — Ceco do camundongo infectado
com 17 dias de infec¢do, mostrando a mucosa e submucosa intestinal com destaque na submucosa, detalhado em maior
aumento na figura C. Figura C - Ceco do camundongo infectado com 17 dias, mostrando bactérias em formato de cocos e
bastonetes invadindo a submucosa intestinal, seta indica. Destaque de C é referente a figura D em maior aumento. Figura D
— Destaque em maior aumento da figura C, ceco com 17 dias de infecgcdo, mostrando bactérias em formatos de cocos e
bastonetes invadindo a submucosa intestinal, seta indica. Figura E — Ceco do camundongo infectado com 22 dias de infecgdo,
com o parasito inserido na mucosa intestinal e bactérias marcadas em verde proximo ao parasito, em outras regides da mucosa
intestinal e ao longo da submucosa intestinal. Mu — Mucosa; Sub — Submucosa; Mus — Camada muscular; Seta - bactérias

em formato de cocos e bastonete. Barra de escala: A - 20um; B - 10um; C — 5um; D - 5um; E - 10um. Fonte: A autora, 2023.
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4 DISCUSSAO

Sabe-se que nematoides de vida livre e geo-helmintos necessitam de condigdes ambientais
adequadas para o desenvolvimento de parte do seu ciclo bioldgico, tais como: umidade, pH e temperatura
(CHOI, ZHOU, et al., 2020). Fatores climéaticos como a alta pluviosidade anual e temperaturas
ambientais abaixo de 26 °C estdo associados a maiores indices de infec¢do por Trichuris trichiura
(SCHOLTE, SCHUR, et al., 2013). Assim como condig¢des externas podem influenciar no parasitismo,
a temperatura corporal do hospedeiro também pode interferir nas infecces como uma forma de
neutralizar uma possivel ameaca ao organismo (BECKER, WU, 2010). Algumas infeccGes parasitarias
podem gerar o aumento da temperatura corporal do hospedeiro (febre) como no caso de algumas
infeccdes causadas por protozoarios: Plasmodium vivax e Plasmodium ovale, Cryptosporidium parvum
e Cryptosporidium hominis; nematoides: Ascaris lumbricoides; e trematodas: Fasciola hepatica e
Schistosoma mansoni (EKPANYAPONG, REDDY, 2020). A afericdo da temperatura corporal pode
variar de acordo com o tipo de equipamento utilizado para tal finalidade (MEYER, OOTSUKA, et al.,
2017). O equipamento que utilizamos para aferir a temperatura dos animais foi um termémetro de
infravermelho, onde direcionamos a incidéncia da luz infravermelha para a superficie da regido
abdominal dos camundongos imobilizados. Mesmo a febre sendo um dos primeiros sintomas em
diversas doengas infecciosas e algumas parasitarias (BOISIER, JAMBOU, et al., 2002; GARCIA-
ZAPATA, SOUZA JUNIOR, 2006; LOMBARD, BASSET, et al., 2018; EKPANYAPONG, REDDY,
2020) ao longo da infeccdo por T. muris observamos que a temperatura corporal dos camundongos
C57BL/6 se manteve parcialmente estvel em torno de 32°C, variando cerca de 0,53°C no grupo controle
e 1,4°C no grupo infectado. Houve um aumento significativo da temperatura corporal somente no 22°
dia no grupo infectado, equivalente ao estagio larval L4, préximo a fase crénica da infeccdo. Mostramos
uma variacdo de temperatura entre camundongos infectados e controle nos periodos referentes as mudas,
uma vez que todos os animais foram submetidos as mesmas condicGes durante a afericdo. A média da
temperatura corporal que detectamos ao longo da infeccdo € compativel com o que ha descrito na
literatura em experimentos que fazem uso do termoémetro retal (WENGER, ALKANA, 1984; CARO,
HANKENSON, et al., 2013).

A tricuriase em fase crénica, associada ou ndo a outras parasitoses, pode acarretar em perda de peso
no hospedeiro (LUNN PG, NORTHROP-CLEWES, 1993; SALDIVA, SILVEIRA, et al., 1999;
KYUNG-SUN et.al, 2009; KHUROO, KHUROQO, et al., 2010). Uma das possiveis causas da perda de

peso seria a devido @ ma absorcdo alimentar e falta de apetite acarretando nas baixas taxas de
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micronutrientes importantes para o bom funcionamento do organismo como ferro, zinco e vitamina A
(OLATUNBOSUN ARINOLA, ABIMBOLA MORENIKEJI, et al., 2015). Outra possivel causa para a
perda de peso estaria relacionada a alteragdo na composi¢édo da microbiota intestinal, uma vez que a
microbiota esta associada ao metabolismo de nutrientes do hospedeiro, e ao desenvolvimento do sistema
imunoldgico do mesmo (WU, LI, et al., 2012). J& foi mostrado em trabalhos anteriores, inclusive do
nosso grupo, que a tricuriase acarreta alteracbes causando um desequilibrio na microbiota intestinal
(HOLM, SOROBETEA, et al., 2015; SCHACHTER, DE OLIVEIRA, et al., 2020). Neste trabalho nao
observamos reducdo de peso corporal dos animais infectados em comparagdo com os controles, mas
vale destacar que estamos avaliando uma infec¢do com baixa carga parasitaria. Diante disso, mesmo que
em pequenas variacOes, destacamos que entre 0 17° e 22° dia de infeccdo, periodo de transicdo entre fase
aguda e inicio do desenvolvimento da fase cronica, houve uma leve perda de peso dos animais
infectados. Este periodo € quando as larvas estdo em processo de muda do estagio L3 para L4. Esta
pequena variacdo ndo foi observada aos 35 dias pos infeccdo, momento correspondente a fase cronica
da infeccdo, estabelecimento do verme adulto e completa formagéo da banda bacilar, que é associada a
atividade imunomoduladora, mediada pelos produtos excretados-secretados (ES).

A absorcdo de dgua e nutrientes contidos nos alimentos, e parte da resposta imune se dao no intestino
delgado e grosso. As células do ileo por exemplo, apresentam genes relacionados a absorcao de agua e
ao metabolismo de lipidios, proteinas, sais biliares, vitaminas A, B12, K e C e no processo metabdlico
de drogas, enquanto que as do célon e reto apresentam genes envolvidos na resposta imune (BINDER,
REUBEN, 2009). Avaliar o que ocorre no intestino e como se apresentam as fezes presentes no ceco,
sitio de preferéncia dos Trichuris spp., nos auxilia a compreender o quanto a tricuriase pode interferir
no metabolismo gastrointestinal e fisiologia corporal. Ao analisarmos a quantidade de fezes contida no
ceco, observamos uma queda significativa do contetdo fecal nos animais infectados do 22° ao 35° dia
de infeccdo, periodo em que larvas L4 estdo completando seu desenvolvimento para verme adulto. Neste
periodo, devido a dimensdo do nematoide, destaca-se maior rompimento da mucosa intestinal devido o
ancoramento e deslocamento do verme na mucosa. Essa diminuig&o na quantidade de fezes no ceco pode
estar relacionada a composicgéo das fezes estarem mais pastosas, ficando menos retidas e ao aumento do
peristaltismo e secre¢do de muco no intestino na tentativa de eliminar o parasito (VARYANI,
FLEMING, et al., 2017; YOUSEFI, HAQ, et al., 2021). Este dado destaca que o aumento do peso do
ceco ndo tem relagdo com o acimulo de fezes nessa regido e que o inchaco proporcionado pelo infiltrado
inflamatdrio pode estar impactando na capacidade de armazenamento de contetdo deste 6rgdo durante
0 processo digestivo dos animais infectados. Vale ainda destacar que observamos hipertrofia do 6rgéo,

detectado com o0 aumento na espessura das trés camadas, incluindo a camada muscular, além do
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enrijecimento do Orgdo, que pode interferir na funcionalidade do mecanismo peristaltico. Em
decorréncia da baixa carga parasitéaria, 0s camundongos ndo apresentaram diarreia, mas ha casos em que
a tricuriase grave ocasiona diarreia, que pode agravar o quadro de impacto funcional do sistema
gastrointestinal (LI, LU, et al., 2022). Nesses casos de diarreia, dois fatores podem ser destacados como
a causa. O primeiro fator compreende a atuacdo de uma resposta imunoldgica mediada por anticorpos
IgE especificos associada a degranulacdo de mastécitos. O segundo fator é decorrente do contato de
antigenos do nematoide com células intestinais do hospedeiro, estimulando a secrecdo de cloreto, o que
também pode promover diarreia (AZIRA et.al, 2012). Em alguns casos da doenca os individuos podem
apresentar desnutricdo proteica, anemia. Além disso, em casos graves 0 hospedeiro pode apresentar o
prolapso retal ou evoluir para a Sindrome da Disenteria de Trichuris (TDS), que é uma combinacéo de
sintomas, como a diarreia mucoide e sangramento ocasional (KYUNG-SUN et al., 2009), que podem
ter como causa a alteracao da microbiota e translocacdo bacteriana.

Com 10 dias de infeccdo, ja observamos o parasito (L2) inserido na mucosa intestinal, causando
lesGes que desencadeiam em hiperplasia e hipertrofia da mucosa, submucosa e camada muscular. Os
enterdcitos possuem importante papel no transporte de substancias minerais, organicas e na absorcao de
proteinas (BINDER, REUBEN, 2009). As células caliciformes estdo relacionadas a secrecdo de
mucinas, que podem dificultar o processo de colonizacdo de microrganismos na superficie do epitélio
intestinal (THORNTON, SHEEHAN, 2004; YOUSEFI, HAQ, et al., 2021). Observamos um aumento
do nimero de enterdcitos a partir do 10° dia de infeccdo e das células caliciformes a partir do 17° dia.
Em particular, a IL-4 estimula os enterdcitos a produzir mucina, enquanto a IL-13 esta envolvida na
hiperplasia das células caliciformes (DARLAN, ROZI, et al., 2021b; SHARBA, NAVABI, et al., 2019),
em nossos dados registramos o0 aumento de IL-4 no ceco a partir do 10° dia de infeccdo, dados que
sustentam a importancia das células caliciformes e dos enterdcitos no controle da suscetibilidade e
evolucdo da tricuriase.

A hipertrofia observada na camada muscular a partir do 10° dia de infeccdo, pode estar relacionada
ao aumento do peristaltismo, devido a contracéo e relaxamento da musculatura na tentativa de eliminar
0 parasito. No ceco, também observamos o espessamento da mucosa e submucosa intestinal a partir do
mesmao periodo, 10 dias de infecgéo que é referente a larva de estadio L2, se estendendo até a fase cronica
da infeccdo, que é o periodo e que encontramos vermes adultos e inicio da eliminacdo de ovos junto as
fezes do hospedeiro (ELSE, KEISER, et al., 2020). As altera¢cbes em espessura observadas na mucosa
séo consequéncia, principalmente, do aumento do numero de enterdcitos (10° dia) e células caliciformes
(17° dia). Na submucosa, o papel principal é do infiltrado de células inflamatdrias, que também é

observado na mucosa. Na mucosa intestinal, observamos um aumento de eosinéfilos e neutrofilos, a
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partir do 10° dia de infeccdo, macrdfago e linfocitos a partir do 17° dia de infeccdo. Na medida que a
infecgdo vai se aproximando da fase cronica, e as lesdes aumentando, aumenta o nimero de células
inflamatdrias nesta regido. Na submucosa observamos um aumento de eosinofilos, macrdfagos,
neutrofilos e linfocitos a partir do 10 dia de infeccdo. Esse aumento se mantém até a fase cronica da
infeccdo, com 35 dias. A presenca do parasito, a ruptura na mucosa intestinal e o contato intimo do
tecido lesionado com a microbiota intestinal estimula a liberagédo de alarminas e quimiocinas, que
desencadeiam um recrutamento de células inflamatdrias para o ceco, sitio da infec¢do (LEVISON,
MCLAUGHLIN, et al., 2010). Conforme a infeccdo progride, resulta em dano no epitélio do hospedeiro,
que responde com a expressao da sinalizacdo de interferon tipo | (IFN), que é uma alarmina capaz de
iniciar respostas imunoldgicas e de reparo tecidual (DUQUE-CORREA, GOULDING, et al., 2022). Em
nossos resultados observamos um aumento de IFN-y no ceco com 10 e 17 dias de infeccdo e nos
linfonodos com 17, 22 e 35 dias, sendo no sitio parasitario uma resposta mais imediata.

Na cavidade abdominal residem macrofagos que, dentre diferentes atribui¢fes, atuam para controlar
processos inflamatorio sistémicos, trabalhando para recrutar outras células e moléculas envolvidas em
mecanismos inflamatorios ou de reparo, regulando o processo com o objetivo de manter a homeostase,
auxiliando na imunidade local (SCHUKFEH, ELYAS, et al., 2021). Estimulos de citocinas de perfil Thl
como IL-2, IL-12, IFNy e TNFa e TNFp levam a ativacdo de macrofagos com fenotipo inflamatorio
classico (CAMs ou macrofagos M1) com perfil mais de ataque e destruicéo, ja as citocinas Th2, como
IL-4 e IL-13, bem como moléculas regulatérias, como IL-10 e TGF, ativam macréfagos em dire¢ao a
um fendtipo alternativo (AAMs ou macrofagos M2), com perfil reparador (MURRAY, WYNN, 2011,
PINEDA-TORRA, GAGE, et al., 2015). Ao avaliarmos os macréfagos peritoneais dos camundongos ao
longo da tricuriase, observamos um aumento no numero dessas células na cavidade abdominal apenas
na fase cronica da infecgdo, com 35 dias, periodo em os vermes adultos estdo estabelecidos e ancorados
no intestino, com a translocacdo de bactérias para submucosa (SCHACHTER, DE OLIVEIRA, et al.,
2020). Porém, registramos que essas células atuam na tricuriase desde a fase aguda. Com 17 dias, periodo
em que a larva esta em estadio L3, observamos um aumento significativo na produgdo de IL-6 e TNF
nos macrofagos peritoneais, citocinas de perfil regulador e Thl. Sugerindo que, a0 mesmo tempo que 0
sistema imune do hospedeiro investe no combate as lesdes e a invasao bacteriana, quadro evidente na
fase cronica, também atua na regulacdo da resposta, tentando equilibrar e desacelerar os danos. Esse
processo persiste com 22 dias de infec¢do, onde os macrdéfagos peritoneais associados a infeccéo,
continuam apresentando maior producdo de IL-6 e TNF, porém também produzindo IL-10, conhecida
como fator inibidor da sintese de citocinas humanas (CSIF), classica citocina anti-inflamatdria. No 35°

dia de infeccéo, segue alta producéo de IL-6 e ainda se destaca queda de TNF.
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Na fase cronica da tricuriase observamos uma alta producdo de 6xido nitrico pelos macréfagos
peritoneais, associados a mediacdo de reacBes bactericidas e citotoxicas (FLORA FILHO,
ZILBERSTEIN, 2000). A elevada producgéo de NO na fase cronica da infeccdo (35 dias) nos mostra que
esses macrofagos estdo ativados com um fendtipo M1 (SHAPOURI-MOGHADDAM,
MOHAMMADIAN, et al., 2018), porém a alta producédo de IL-6 mostra que ha também uma resposta
mista, envolvendo ndo s6 os impactos em relagdo & presenca do parasito no epitélio intestinal, mas
também uma intensa resposta em relacdo a invasao bacteriana.

Quando observamos as citocinas produzidas no ceco e nos linfonodos, notamos que ocorre uma
variacdo nas citocinas Thl e Th2, onde as células imunes e teciduais do ceco respondem a infecgédo
primeiro que o linfonodo. No ceco ocorre um aumento de IL-2, IL-17, IL-10 com 17 dias de infeccéo, e
no linfonodo, apds o verme adulto se estabelecer (35 dias). IL-4, TNF e IFN-y aumentam no ceco com
10 e 17 dias de infeccdo, enquanto no linfonodo, 0 aumento s6 aparece com 17 e 22 dias para IL-4, 22 e
35 dias para TNF, e com 17, 22 e 35 para IFN-y. No periodo que estéa relacionado com o desenvolvimento
da larva L4 e adultos, o parasito comeca a modular a resposta no sitio parasitario por conta do produto
de excrecdo e secrecdo, que tem relacdo com a completa formacdo da banda bacilar, interferindo na
microbiota intestinal, translocacdo bacteriana, momento que a atuacao dos linfonodos mesentéricos fica
mais evidente (BROSSCHOT, REYNOLDS, 2018; SOROBETEA, SVENSSON-FREJ, et al., 2018).

Esta complexa associacdo de citocinas de perfil inflamatorio e regulatério mostra que, desde os
primeiros dias da fase aguda, a resposta imune apresenta-se em perfil misto, como foi observado
previamente em fase cronica de infeccdo com alta carga parasitaria (SCHACHTER, DE OLIVEIRA, et
al., 2020). Nestes resultados, trazemos evidéncias de que o processo de lesdo tecidual, resposta aos
antigenos do helminto e a translocacdo bacteriana, ja em fase aguda, podem estar influenciando nesta
resposta imune de perfil misto j& nos primeiros 10 dias de infeccdo, fase em que a larva L2 estd
colonizando o tecido.

Além das alteracdes fisiologicas avaliadas pelo perfil bioquimico de dosagem de citocinas, buscamos
avaliar a influéncia da infeccdo no perfil celular. Leucécitos presentes no sangue periférico circulam por
diferentes tecidos e possuem a capacidade de migrar para os alvos de acordo com os estimulos (citocinas,
quimiocinas, leucotrienos e produtos microbianos). Dependendo da quantidade e do perfil destes
antigenos, observamos leucocitose (aumento dos leucécitos circulantes no sangue periférico) ou
leucopenia (diminuicdo no nimero de leucocitos circulantes) (CARRICK, BEGG, 2008). Durante o
desenvolvimento da tricuriase em camundongos C57BL/6, diferenciamos e quantificamos os leucécitos
por distensdes sanguineas. Com 10 dias de infeccdo ha uma queda significativa dos mondcitos

circulantes, possivelmente por estarem migrando em direcdo ao sitio parasitario e linfonodo mesentérico,
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local proximo ao sitio parasitario, onde observamos aumento de macrofagos ja com 10 dias de infeccgéo.
Nota-se que 0 aumento de macrdfagos peritoneais so vai ocorrer em fase cronica, no 35° dia de infeccao.

Em relacdo aos eosindfilos, sabe-se que sdo células que normalmente se apresentam aumentadas em
infecces parasitarias (DARLAN, TALA, et al., 2017). Durante a fase crénica da tricuriase ocorre 0
recrutamento de eosindfilos para a mucosa gastrointestinal (SCHACHTER, DE OLIVEIRA, et al.,
2020), sendo regulado pela citocina IL-5 e pela quimiocina CCL11 (DIXON, BLANCHARD, et al.,
2006), porém nem sempre a eosinofilia esti presente na tricuriase quando analisada apenas na corrente
sanguinea (KYUNG-SUN OK, YOU-SUN KIM et al., 2009). Em nossos resultados observamos
eosinofilia no sangue periférico dos camundongos infectados a partir do 10° dia, com 22 e 35 dias de
infeccdo. Estas células também estavam presentes na mucosa e submucosa intestinal dos camundongos
infectados, e essa eosinofilia no intestino segue no 17°, 22° até o 35°dia.

Com 22 dias de infeccdo também observamos uma queda significativa dos linfocitos, e um aumento
de basoéfilo e neutrofilos no sangue periférico. Os basofilos compartilham muitas fungdes com os
mastdcitos teciduais, seus granulos de histamina e fatores quimiostatico possuem capacidade de atrair
eosindfilos e neutrofilos; os neutréfilos por sua vez possuem capacidade de fagocitar rapidamente
particulas, sendo a primeira linha celular de defesa numa infeccdo (CARRICK, BEGG, 2008). Assim
sendo, esse aumento de neutrofilos sugere que, com 22 dias de infeccdo a presenca do parasito, e ou da
translocagédo bacteriana, comega a acionar de forma sistémica o sistema imune do hospedeiro, notando-
se na celularidade do sangue periférico.

Avaliamos que seria importante, além de observar as alteracdes na distribuicdo de células
imunoldgicas, também avaliar o que ocorre no maior 6rgao linfoide secundario do corpo, o baco. Este
6rgdo tem um papel importante na recirculagdo de linfdcitos, além de estar associado a eliminacéo de
particulas antigénicas, microrganismos e enterdcitos envelhecidos ou anormais (BRENDOLAN,
ROSADQO, et al., 2007; STEINIGER, 2015). Durante infeccBes sistémicas, os macrofagos esplénicos
tém um papel importante agindo na eliminacéo de bactérias presentes no sangue. Este processo protege
0 organismo de sepse, alem de contribuir na ativacdo de células B e T na polpa branca (BRENDOLAN,
ROSADQO, et al., 2007). Sabe-se que durante a tricuriase crénica ocorre a translocacdo bacteriana para
as camadas mais profundas do epitélio intestinal (SCHACHTER, DE OLIVEIRA, et al., 2020), e que
apesar do sitio parasitario ser o intestino, a resposta imunoldgica geradas durante a tricuriase tem
consequéncias sisttmicas (HAYES, Kelly S., GRENCIS, 2021). Visamos avaliar o impacto dos
antigenos e citocinas circulantes na tricuriase aguda e crénica, avaliamos a anatomia e histologia do

baco.
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A partir do 17° dia de infeccdo até o 35°, ocorre um aumento significativo da polpa branca do baco
dos camundongos infectados. O aumento da polpa branca pode ter influenciado no peso e tamanho deste
6rgdo, que se apresenta mais pesado com 22 dias e com tamanho maior no 22° e 35° dia p6s infeccao.
Estas alteracGes sugerem que as lesdes no ceco e os antigenos liberados pela larva L3 (com 17 dias de
infeccdo) e a translocacdo bacteriana, estimulassem o recrutamento de células do sistema imunologico,
ativando os tecidos linfoides do bago e linfonodos mesentéricos, apresentando os antigenos aos linfocitos
ativados. Esse recrutamento, associado a presenca dessas células na mucosa e submucosa intestinal, pode
ser um dos motivos da queda significativa dos linfécitos no sangue periférico ja com 22 dias de infeccéo.
Além dessas alteracdes descritas, observamos o aumento de megacariocitos na polpa vermelha. Os
megacaridcitos sdo células que podem ser encontradas nos pulmdes ou na polpa vermelha do bago, e
estdo relacionados a producéo de plaquetas, que auxiliam no processo de coagulacao e reparo tecidual
(BRENDOLAN, ROSADO, et al., 2007; LEFRANCAIS, ORTIZ-MUNOZ, et al., 2017). O aumento na
quantidade de megacariocitos foi observado apenas na fase cronica (35 dias), 0 que pode estar
relacionado a intensificacdo das atividades de reparo tecidual no intestino, em decorréncia das lesdes
desencadeadas pelos vermes adultos.

O ovo e a larva de Trichuris spp. possuem caracteristicas antigénicas (PARTHASARATHY,
MANSFIELD, 2005; CRUZ, MARCILLA, et al.,, 2021). Além disso, o proprio parasito libera
moléculas, como a proteina TT47, que é capaz de forma poros condutores de ions em camadas lipidicas
nas células epiteliais do ceco, permitindo que o parasito invada o tecido e mantenha a regido anterior
inserida no epitélio formando o tunel sincicial (BETHONY, BROOKER, et al., 2006). O processo de
penetracdo no epitélio intestinal associado as caracteristicas antigénicas presentes no ovo e na larva
explicam o porqué nos estagios iniciais da infeccdo ja observamos uma resposta inflamatoria se
formando no ceco e o inicio do recrutamento de eosinéfilos observados no sangue periférico com 10
dias de infeccdo.

DUQUE-CORREA, GOULDING, et al., 2022, mostraram que a larva no estagio L1 permanece
totalmente inserida na mucosa, o0 que eles chamaram de “tineis multi-intracelulares”, mas causando
danos minimos as células do hospedeiro. Estas informacgdes sustentam nossos dados, ja que em 90
minutos de infecgdo, momento de eclosdo da L1, ndo observamos alteragdes locais e nem sistémicas.
Em nossos resultados de MEV com 10 dias de infeccdo, ja observamos o parasito em estadio L2,
rompendo a mucosa intestinal, deixando de estar exclusivamente dentro do tunel por ele formado, e
criando um canal de continuidade entre o conteddo intestinal, repleto de bactérias, e os tecidos
subjacentes, areas isentas de microrganismos em tecidos integros. Essa ruptura da mucosa intestinal com

10 dias de infeccdo jA comeca a impactar na homeostase do hospedeiro, causando alteracfes citadas
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anteriormente. Com 17 dias de infec¢do, em nossas analises de MEV, flagramos o Trichuris muris,
durante seu percurso pelo tecido, sugerindo que 0 mesmo fagca uma emersao da regido anterior, saindo
da mucosa e voltando a penetrar na mesma. Este processo ocasiona diversos pontos de rupturas na
mucosa intestinal, desempenhando um mecanismo de deslocamento/ancoramento descrito
anteriormente (O’SULLIVAN, CRUICKSHANK, et al., 2021). Foi mostrado que no processo de
ancoramento tecidual o nematoide se move com a regido anterior em dire¢do ao lumen, atingindo areas
mais profundas da mucosa, depois volta para a parte apical da cripta e segue repetindo este movimento.
Em decorréncia destas lesbes, as bactérias presentes na superficie da mucosa invadem a submucosa
intestinal, dor forma ativa e passivamente ao serem carreadas aderidas a cuticula do helminto. Este
processo passa a estar mais evidente a partir do 17° dia de infeccéo, e flagradas em maior quantidade na
submucosa, a partir do 22° dia de infecgé&o.

Em nossas analises por hibridizacao in situ (FISH), confirmamos o que haviamos visualizado por
microscopia eletronica de varredura (MEV). Explorando as camadas intestinais nos experimentos de
FISH associado a microscopia de super-resolucdo, foi possivel identificar bactérias baciliformes e com
morfologia de cocos na submucosa intestinal a partir do 17° dia de infecgdo. A dindmica da infecgéo
aguda do T. muris, seu processo de ancoramento em consonancia com o desenvolvimento dos estadios
larvares com o sinergismo do processo de translocacdo bacteriana péde ser melhor detalhada ao
corroborar os dados de imunologia, bioquimica e microscopia. Em nossas analises de FISH das amostras
obtidas com 22 dias de infeccdo, detalhamos a presenca de bactérias na submucosa com intima relagéo
com as areas de ancoramento do parasito, flagrando marcacGes da sonda na submucosa muito proximas
ao local onde o nematoide esta inserido na mucosa epitelial. Este fenbmeno mostra que este processo de
translocacéo € gradual e pode usar estes pontos de ancoramento para invasao. Com mais lesdes teciduais,
grupos de microrganismos séo observados em camadas mais profundas dessa mucosa e se espalhando,
em grande quantidade, por toda a submucosa. Nossos dados corroboram com o observado anteriormente
em fase cronica com infeccdo em alta carga parasitaria (SCHACHTER, DE OLIVEIRA, et al., 2020) e
enriquecem este mapeamento da translocacdo, mostrando que as bactérias invadem ainda em fase aguda,
quando as lesdes teciduais s&o provocadas por larvas L3 (17 dias) e L4 (22 dias).

A invasdo bacteriana, iniciada na fase aguda, € associada a presenca do parasito inserido no tecido,
causa alteracOes crescentes conforme a larva vai se desenvolvendo e migrando pelo tecido. ELSE,
KEISER, et al., 2020 citam que a eficacia do tratamento medicamentoso com anti-helmintico é muito
alta para infecc¢Ges provocadas por A. lumbricoides, porém as chances de cura para infec¢es provocadas
por T. trichiura sdo baixas. Além do comportamento intratecidual do parasito e uma possivel atividade

de detoxificacdo das drogas pela banda bacilar, mostra-se importante colocar em evidéncia nas
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estratégias terapéuticas e no processo fisiopatoldgico todo este processo de translocagéo bacteriana e 0s
impactos sistémicos registrados desde o 10° dia de infecgdo. Tem sido alvo de estudo também do nosso
grupo a construcao de alternativas terapéuticas para o tratamento da tricuriase que leva em consideracao
este aspecto, abrindo margem para novas estratégias que possam associar anti-helminticos com

antibidticos no tratamento de parasitos que utilizam o tecido intestinal como nicho parasitario.
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CONCLUSAO

Camundongos C57BL/6 em uma infeccédo leve, com 50 ovos de T.muris, apresentam alteracdes ndo s
no intestino/ceco, mas alterages imunoldgicas no sangue periférico, peritdnio e 6rgédos linfoides. Com
10 dias de infecgdo, a larva L2 ja causa ruptura na superficie da mucosa intestinal e ja é notavel o
espessamento da mucosa e submucosa intestinal devido ao infiltrado inflamatorio repleto de
mononucleares e polimorfonucleares. Mas apenas no 17° dia de infec¢do, com a larva no estagio L3, e
em uma infeccdo alta carga parasitaria (150 ovos), que conseguimos observar bactérias chegando a
submucosa intestinal. Ao mesmo tempo, em infeccdo com baixa carga ocorre um equilibrio na resposta
imunoldgica, inicialmente no ceco e mais tardia (22° e 35° dia) nos linfonodos mesentéricos, mostrando
a capacidade de imunomodulacdo do produto de ES no sitio parasitario. A tricuriase com baixa carga
parasitaria interfere em locais longe do sitio parasitario, como o bago, evidentes a partir do momento em
que a larva L3 favorece a invasdo bacteriana na submucosa, ocasionando 0 aumento da poupa branca,
porém 0s maiores impactos sdo observados apenas em fase crénica. Os macrofagos peritoneais também
desempenham um papel importante durante a tricuriase, e no combate a invasdo bacteriana, uma vez que
aumentam a producao de 11-6 e TNF no mesmo periodo em que evidenciamos bactérias comecando a
invadir camadas mais profundas do tecido. Esses macréfagos sdo encontrados em maior quantidade,
ativados e ao mesmo tempo também produzindo citocinas regulatérias em fase cronica da infeccao,
periodo o qual o verme adulto causa maiores lesdes na mucosa e ha maior translocacdo bacteriana,

mostrando a sua capacidade de combater a infeccdo ao mesmo tempo que tenta minimizar os danos.
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Certificamos que a proposta intitulada "Alteragbes sistémicas em camundongos
C57BL6, infectados por Trichuris muris como modelo de estudo para a trichuriase
humana e veterinaria e a interagdo com bactérias na fase aguda e crénica da infecgac"”,
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